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Consideragdesiniciais

Esta tese € composta por trés estudos, em que avaiamos o papel da hesitacéo e
ousadia na tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus.

No primeiro estudo, buscamos uma forma répida de identificagdo dos perfis
hesitante e ousados. Assim, avaliamos a associagéo entre a hesitagdo e 0 escurecimento
do olho natilgpia-do-Nilo. Concluimos que o olho escuro pode auxiliar na identificagdo
de individuos hesitantes. Num segundo estudo, investigamos se o perfil hesitante e
ousado de fémeas de tilgpia-do-Nilo influencia sua escolha pelo perfil do macho e, se
sinais visuais e olfativos modulam essa escolha. Vimos que as fémeas de perfil ousado
identificam e preferem machos ousados. Essa comunicac8o € feita por via quimica, sem
participagéo relevante da via visua. No terceiro estudo, avaliamos como esses perfis
afetam a agressividade, a mortalidade e a biomassa produzida em grupos de juvenis com
diferentes composicbes (apenas hesitantes, apenas ousados e mistos). O perfil
comportamental influencia nas interacbes agonisticas do grupo, podendo afetar a

ocorréncia de mortes, mas ndo afetando a biomassa dos peixes.



Estudo I
Associacdo entre hesitacdo e

escurecimento do olho na tildpia-do-
Nilo



Associacao entre hesitacdo e escurecimento do olho na tilapia-do-Nilo

Resumo

Avaliamos a associagdo entre o escurecimento do olho e a hesitag@o na tilapia-do-Nilo,
Oreochromis niloticus. Para isso, mensuramos a porcentagem de escurecimento da
esclera (cor do olho basal) de 48 peixes, que estavam isolados por 4 dias. Em seguida,
avaliamos a hesitacddo e ousadia por meio do teste do objeto novo. Apds 24 h,
mensuramos novamente a cor do olho (cor pré-hipoxia) e submetemos o peixe a
estressor (hipoxia: 2 min fora d’&gua), registrando a cor do olho imediatamente apds
esse estressor (cor pos-hipoxia). Ao retornarem ao aquério, avaliamos o tempo para o
olho retornar & cor pré-hipoxia. O tempo despendido na exploragdo do objeto variou de
0 a 570 s. Desses dados, identificamos peixes hesitantes (1° quartil: Q1=0 a 10 s) e
ousados (3° quartil: Q3=231 a 570 s). Os hesitantes tinham o olho mais escuro antes do
teste do objeto novo (cor basal) e antes do estressor (pré-hipdxia). Com a hipoxia, todos
0s peixes escureceram o olho, mas o retorno a cor pré-hipdxia demorou mais nos
hesitantes. O sexo ndo interferiu nessas respostas. Concluimos que o escurecimento do
olho esté associado a hesitag@o na tilapia-do-Nilo, o qual pode ser um indicador desse

traco de personalidade.

Palavras-chave: Personalidade; ciclideos,; estresse; coloracéo



Introducgéo

Diferencas no perfil de personaidade tém implicagbes importantes na vida dos
animais. Essas diferencas influenciam como o animal reage & novidade, como evita
predadores e como interage socialmente (Réale et al., 2000). Além disso, podem afetar
0 sucesso reprodutivo e a sobrevivéncia dos individuos (Smith & Blumstein, 2008; Cote
et al., 2010), podendo ser vantajosas em algumas situagdes (como na ousadia para
aquisicdo de recursos) e desvantajosas em outras (exploragdo de &rea com ato risco de
predacéo) (Wilson et al., 1993).

Uma das dimensdes em estudos sobre persondidade é a tendéncia para explorar
uma novidade (Wilson et al., 1994; Wilson & Stevens 2005). Individuos hesitantes
reagem a novidade reduzindo os niveis de atividade, retraindo-se ou tornando-se mais
vigilantes, enquanto individuos ousados exploram a nova situacdo (Wilson et al., 1993;
Brown et al., 2007). Durante experimentos realizados com tildpia-do-Nilo, Oreochromis
niloticus, frente a objeto novo, percebemos que peixes que hesitam em explorar o
objeto, ficando em um canto do aquéario, ou exibindo comportamento de congelamento
(freezing), geralmente apresentam o olho escuro no inicio dos testes;, enquanto peixes
mais ativos, que exploram mais a novidade, tém o olho mais claro.

Para acessar o perfil de personalidade dos individuos, sdo necessarios testes que
indiguem claramente que se trata de um perfil. Basicamente, as diferencas
comportamentais devem seguir um padrdo de consisténcia, sgja no tempo ou em
diferentes contextos (Budaev & Zworykin, 2002; Castanheira et al., 2013) de formaase
inferir o perfil de personadidade. Mas esses testes demandam tempo e um eevado
ndmero de animais precisa ser testado. Assim, encontrar nos animais sinais preditivos
de seu perfil facilitaria muito a identificagdo dos perfis na populagdo, tornando mais
viavel ainclusdo davaridvel personaidade em diversos estudos bioldgicos.

Diante do exposto, avaliamos a possibilidade do escurecimento da cor do olho da
tilpia-do-Nilo ser um sinal preditivo da hesitagdo e ousadia frente a novas situagdes.
Sabe-se que o0 escurecimento do olho pode estar associado ao status social e ao estresse
(Suter & Hutinford, 2002; Volpato et al., 2003; Vera Cruz & Brown, 2007; Freitas et
al., in press). No estresse ha aumento dos niveis de cortisol plasmatico (Pottinger &
Pickering, 1992; Barreto & Volpato, 2006) e concomitantemente aumento nos niveis de
a-MSH, horménio que modula a dispersdo de cromatéforos, resultando no

escurecimento da pele (Hoglund et al., 2000). Embora os mecanismos da coloracdo do



olho dos peixes ndo tenham sido ainda desvendados, € possivel que o0 estresse possa ter
efeito similar nessa coloragdo, uma vez que o escurecimento do olho esté associado aos
niveis de estresse social (Volpato et al., 2003; Miyai et al., 2011) efisico (Freitaset al.,
in press). Seguindo essa linha de raciocinio, podemos esperar que alguns peixes possam
s mas sensiveis as variagdes ambientais, ativando mais precocemente as vias de
estresse. Ou sgja, SUpOmMOS que nos peixes hesitantes as reagbes de escurecimento
(resposta de estresse) sejam mais frequentes, podendo ser usadas como preditivas da
personalidade hesitante.

Material e M é&odos

Sujeitos e manutencdo dos animais

Exemplares de tilgpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758),
provenientes de piscicultura comercial durante a fase juvenil foram mantidos em
biotério por cerca 10 meses, onde permaneceram em tanques de 1000 L (~ 1 peixe/5 L),
com aeracdo constante, filtro bioldgico, temperatura ~ 26°C, aménia < 0,04 ppm e
fotoperiodo das 06:00 h as 18:00 h, fornecido por luz fluorescente (~ 350 lux).
Alimentamos 0s peixes uma vez ao dia (3 % da biomassa) com ragdo extrusada para

peixes tropicais (36 % proteina bruta).

Delineamento Geral
A estratégia consistiu em investigar a associagdo entre o escurecimento do olho e
a hesitagdo em machos e fémeas adultos de tilgpiado-Nilo. O delineamento do

experimento esté esquematizado nafigura 1.
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Figura 1. Delineamento geral do experimento. Individualizamos 25 machos
(3,0 g+ 5,7 g) e23 fémeas. (29,1 g+ 2,9 g) (Teste t de Student, t = 1,57; p =
0,13) em aguério de vidro (40 cm x 20 cm de base x 25 ¢cm de altura) durante
todas as fases do estudo, sendo alimentados (3 % de peso corporal) gpenas nos
periodos da manhd durante a aclimatacdo. Medimos a cor do olho em trés
momentos, cujos valores foram posteriormente associados com o perfil de
personalidade detectado no teste do objeto novo. A cor do olho era medida
diretamente pelo observador e a resposta a0 objeto novo era filmada para
posterior observagéo.

Procedimentos especificos

Estimativa do escurecimento do olho

Pré-hipoxia Pos-hipoxia

A tilgpia-do-Nilo tem o olho composto por uma pupila central circundada pelairis

e estlera, que varia claramente do palido ao escuro (Volpato et al., 2003). Assm,

quantificamos a porcentagem de escurecimento da esclera (baseado em Suter &

Huntingford, 2002 e Volpato et al., 2003). Para tanto, desenhamos a érea circular do

olho e dividimos a regido em 4 didmetros que resultaram em 8 areas iguais. As

observagbes consistiram em preencher o desenho de acordo com o padrdo de

escurecimento do olho (esquerdo ou direito, visto que aresposta € igua entre os olhos),

calculando posteriormente a percentagem de &rea escura (Figura 2).



Figura 2. Exemplo do célculo do escurecimento do
olho. Do olho dos peixes (fotos acima) faziamos o
desenho (abaixo), do qual calculdvamos o percentual
de d&rea escura da esclera (cada regido preenchida
representava 12,5 % de escurecimento do olho).

Teste do objeto novo

Este teste tem sido amplamente usado para avaliar hesitagcd e ousadia em
humanos e outros animais, incluindo peixes (Wilson et al., 1994; Sneddon et al., 2003;
Gahardo et al., 2012). O aguario utilizado esta na figura 3. Quando os peixes estavam
em uma das extremidades do aguario (regido até L1), introduziamos subitamente o
objeto novo no lado oposto e filmavamos por 10 min sua reagdo. Das filmagens,
guantificamos o tempo despendido pelo peixe explorando o objeto novo, definido pela
parte frontal da cabega encostada no objeto ou direcionada a ele, sempre dentro da area
delimitada por L2. Todas as observacdes foram feitas no periodo da manha (entre 08:30
h e 11:30 h) paraevitar possiveis influéncias do ritmo circadiano.
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Figura 3. Esquema geral do aquério teste. A parede
frontal do aquério foi dividida por linhas externas
verticais em 3 regifes. A linha 1 (L1) delimitava a
posicdo inicial do peixe; a linha 2 (L2) deimitava a
regido do objeto novo (cilindro de PVC @=6 cm, 8 cm
comprimento, encapado com TNT vermelho).

Estressor
Para criar um estressor de exposi¢do ao ar, logo ap6s medirmos a cor do olho,

capturdvamos o peixe por meio de uma pequena rede (pucd) e o mantinhamos fora
d'agua (~ 2 cm acima da superficie da &gua) por 2 min dentro do puca (baseado em
Bareto & Volpato, 2007). Em seguida, devolviamos o0 peixe a0 aquéio e

imediatamente registravamos a cor do olho.

Andlise de dados

Utilizamos correlagdo de Spearman para avaliar a associagdo entre acor do olho e
0 tempo explorando o objeto novo. Como ndo obtivemos correlacdo significativa
(menor p = 0,31), investigamos se 0s peixes nNos extremos das respostas apresentavam
corregpondéncia entre as varidvels. Paraisso, determinamos os peixes dos extremos por
meio dos quartis Q1 e Q3. Assim, Q1 (quartil inferior, menores tempos em exploracdo)
representou os peixes hesitantes e Q3 (quartil superior, maiores tempos de exploragéo),
0s ousados. Dos peixes de cada quartil, calculamos suas respostas em termos de
coloragdo do olho e resposta a hipoxia (estressor), comparando essas médias (ou

medianas) entre os quartis (hesitantes e ousados).



Utilizamos o teste de Goodman para comparar a propor¢éo de machos e fémeas
em cada perfil e ANOVA de duas vias para andlise da cor do olho de machos e fémeas
hesitantes ou ousados. A coloragdo do olho (basal, pré-hipoxia e pos-hipoxia)
apresentou  distribuicdlo ndo normal  (Kolmogorov-Smirnov's) e heterocedastica
(Levene’s). Assim, comparamos os dados dos peixes hesitantes (Q1) e ousados (Q3)
pelo teste de Mann-Whitney. Calculamos a variagdo da cor olho entre os momentos pré
e pés-hipdxia em cada perfil e, para respeitar a homocedasticidade, transformamos os
dados extraindo araiz quadrada e transformando em arcoseno. Para andlise do retorno a
cor pré-hipoxia, transformamos os dados utilizando logy €, assim, aplicamos teste t de
Student para comparagd da variagdo (pos-hipdxia menos pré-hipoxia) e retorno a cor
pré-hipdxia.

Posteriormente, fizemos uma andlise inversa, i.e, separamos as respostas de
coloracéo basal do olho por meio de quartis e comparamos, usando o teste de Goodman,
a proporc¢do de individuos dos perfis hesitante, intermediario e ousado com olho claro
ou escuro. Em todas as andlises do estudo, consideramos o nivel de significanciade o =
0,05.

Resultados

O tempo explorando o objeto variou de 0 sa 570 s. Os peixes hesitantes variaram
esse tempo de 0 s a 10 s (Q1) e os ousados de 231 s a 570 s (Q3). A proporgdo de
machos e fémeas foi igual em cada perfil (Teste de Goodman, p > 0,05) e ndo houve
diferenca na cor do olho de machos e fémeas hesitantes e ousados (ANOVA de duas
vias, F = 0,24, p = 0,62). Por isso, apresentamos os resultados sem distincéo entre os
SEXOS.

Os peixes hesitantes tinham a cor do olho mais escura antes da introdugéo do

objeto (cor basal; Figura4A) e antes da hipoxia (cor pré-hipoxia, Figura 4B).
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Figura 4. Box plot da porcentagem de
escurecimento do olho. As extremidades
superiores e inferiores das caixas representam
0s pecentis 75% e 25%. As baras
representam a amplitude dos dados. A linha
central representa a mediana. * Indica
diferenca (Mann-Whitney U = 23,0; Z = 2,99;
p=0003eU=175, Z =33, p= 0,001,
respectivamente).

ApoOs a hipdxia, todos os peixes escureceram o olho em igual proporcéo (Mann-
Whitney, U = 65,0; Z = 0,40; p = 0,68, Figura 5A). Em fungdo disso, avaliamos a
variagdo da cor do olho entre os momentos pré e pds-hipdxia para os dois perfis e

detectamos que os animais ousados tiveram um maior aumento dessa frequéncia em
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relacdo aos hesitantes (Figura 5B). No entanto, o tempo para a cor do olho retornar a

coloragdo pré-hipdxia demorou mais nos peixes hesitantes (Figura 6).
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Figura 5. (A) Mediana do escurecimento do olho ao longo dos testes e (B) Variagdo no
escur ecimento do olho em cada perfil. N = 12 peixes de cada perfil. (B) Dados médios (+ dp).
*Indica diferenga significativa entre os perfis (Teste t de Student, t = 2,73; p = 0,01).
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Figura 6 - Tempo (s) para o olho retornar a cor pré-hipéxia.
Dados médios (+dp), n = 12 peixes de cada perfil. * indica diferenca
significativa entre os perfis (Teste t de Studet, t = 3,58; p = 0,01).

Na andlise inversa, separamos as respostas da cor basal do olho por meio de
quartis e comparamos com os perfis de personalidade. Vimos que entre os individuos

ousados e intermedidrios, a cor do olho prevaeceu clara e, comparando as trés



categorias de perfil hesitaggo-ousadia, os hesitantes tém maior proporgdo de peixes com

olho escuro (Figura7).
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Figura 6 — Proporgdo de individuos com olho claro ou escuro em
cada perfil. * indica diferenca dentro dos perfis de personalidade letras
diferentes indicam diferenca entre os perfis (Goodman, p < 0,05). NS =
diferenca néo significativa dentro do perfil.

Discussao

Aqui mostramos que hé associagdo entre a hesitacdo e o escurecimento do olho na
tilpia-do-Nilo, corroborando nossas observacfes de que os peixes com olho escuro
hesitam em se aproximar ou exploraram pouco a hovidade. Ao contrério, a maioria dos
individuos ousados gpresenta o olho completamente claro. Também demonstramos que,
ap6s um agente estressor (hipdxia), o reestabelecimento da cor do olho aos padrdes de
pré-hipdxia é mais lento nos individuos hesitantes, indicando que esses peixes podem
ter maior dificuldade a0 se gustar a novas situagdes ou apos situages aversivas. Além
disso, nossos resultados também mostram que arelagdo entre o perfil de personalidade e
a coloragdo do olho independe do sexo dos animais. Machos e fémeas apresentaram 0
mesmo padréo de coloragdo do olho, o que pode indicar que o guste a novas condi¢des

estejamais ligado adiferencas no perfil de personalidade do que ao sexo dos animais.



O escurecimento do olho em peixes tem sido ligado a0 estresse social em algumas
espécies (Suter & Huntingford, 2002; Volpato et al., 2003; Vera Cruz & Brown, 2007;
Miya et al., 2011): individuos subordinados escurecem o olho, enquanto que nos
dominantes ele permanece claro. Além disso, a cor do olho ndo esta ligada apenas a
estresse social, mas também a estresse fisico (Freitas et al., in press). As situagdes
aversivas a que esses animais estéo sujeitos (como mudanga no ambiente ou conflito
social) podem induzir mudancgas na atividade do eixo hipotd amo-pituitaria-interrenal,
levando ao aumento dos niveis de cortisol plasmético (Pottinger & Pickering, 1992) e,
concomitantemente, a0 aumento dos niveis de a-MSH, resultando na alteracéo da
coloragdo da pele (Hoglund et al., 2000) e, possivelmente, afetando também a cor do
olho. Como os individuos hesitantes apresentam ajuste mais lento a novas situagdes e
S80 mais responsivos ao estresse (Koollaas et al., 1999; @verli et al., 2007), € plausivel
pensar que distdrbios no ambiente podem levar a uma resposta de estresse mais
acentuada nesses individuos e, como consegquéncia, um maior escurecimento do corpo e
do olho.

Mesmo congtatando que a maioria dos peixes com olho escuro é hesitante, nossos
dados indicam que ha excecfes. Dentre os peixes testados, trés individuos que ndo se
aproximaram do objeto novo tinham o olho claro. De fato, o perfil hesitagdo-ousadia se
distribui a longo de um continuo (Wilson et al., 1993), com o perfil comportamental
dos individuos variando de extremamente hesitante a extremamente ousado. Dentre os
peixes hesitantes, ha aqueles com perfil extremo e outros que, apesar de hesitantes, néo
estdo nos extremos do continuo, podendo ter maior plasticidade. Da mesma maneira, 0s
individuos extremamente ousados s80 aqueles com gjuste mais rapido. Segundo Wilson
et al. (1993), peixes que, no ambiente natural, exploraram mais rapidamente um objeto
novo se aclimataram mais rapidamente a um novo ambiente (condigdes de laboratorio),
indicando melhor capacidade de ajuste nos individuos desse perfil.

Como existe uma associagdo entre a hesitagdo e a resposta ao estresse (Koolhaas
et al., 1999), esperdvamos que 0s peixes hesitantes reagissem mais fortemente ao
estressor, ficando com o olho mais escuro que os peixes ousados. No entanto, apos a
hipoxia fora d’ &gua, os peixes de ambos os perfis escureceram 100% o olho em igual
proporcdo; porém, a variagd na coloragdo foi maior nos peixes ousados. A menor
variagdo nos peixes hesitantes se deve ao fato de que o escurecimento jé estava alto na
fase pré-hipoxia. Com isso, € possivel que o estressor usado tenha sido forte o suficiente

para encobrir possiveis modul agdes da resposta de coloragéo feitas por tracos hesitacdo-



ousadia. Apesar disso, o retorno do olho a cor pré-hipdxia demorou mais nos peixes
hesitantes, indicando que o efeito do estressor € mais forte nos individuos desse perfil.

O protocolo que adotamos para mensurar o retorno do olho a cor pré-hipdxia foi
baseado no registro do tempo de clareamento gp6s o retorno do peixe ao aquario (pds
hipoxia). Esse retorno era relativamente rapido (segundos), porém n&o quantificamos
como a cor se mantinha a0 longo das horas. Ao contrério, Freitas et al. (in press)
avaliaram o retorno a cor pré-hipéxia na tilpia-do-Nilo (sem considerarem os perfis de
persondidade), encontrando que machos reestabeleceram o padréo pré-hipoxia 15 min
apos 0 estressor, enquanto as fémeas demoram 3 h. Nesse estudo, os autores fizeram
registros pontuais em varios momentos ap0s 0 estressor, mas ndo registraram o que
acontece imediatamente apds de. O que percebemos € que o olho dos peixes clareia
logo que retornam ao aquario, mas algum tempo depois podem ficar escuros
novamente. Nesse sentido, estudos adicionais seriam necessarios para o total
entendimento desse fendbmeno.

Diante do exposto, concluimos que o0 escurecimento do olho esta associado a
hesitagc@o natilapia-do-Nilo. A modulagdo do escurecimento do olho em peixes pode ser
consequéncia do estresse imposto por contextos aversivos ou sociais. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para confirmacdo dos mecanismos fisiologicos (cortisol e a-
MSH) envolvidos nesse escurecimento. Mesmo que todos os individuos hesitantes ndo
apresentem o olho escuro, a cor do olho pode auxiliar na separagdo e escolha do perfil

de personalidade hesitante antes da experimentagéo.
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Estudo IT
Preferéncia das fémeas baseado em

sinais olfativos de machos hesitantes e
ousados de tildpia-do-Nilo.



Prefer éncia das fémeas baseado em sinais olfativos de machos hesitantes e ousados

detilapia-do-Nilo.

Resumo

Investigamos se o perfil hesitante e ousado de fémeas de tildpia-do-Nilo, Oreochromis
niloticus, influencia sua escolha pelo perfil do macho e, se sinais visuais e olfativos
modulam essa escolha. Para acessar o perfil de personalidade (hesitagdo/ousadia)
aplicamos o teste do objeto novo, avaliando a resposta de cada peixe em dois testes
consecutivos. Do conjunto de respostas selecionamos 0sS peixes hesitantes (evitam a
novidade) e ousados (s8o atraidos pela novidade) que foram consistentes nos dois testes.
Ent&o, avaliamos a escolha das fémeas em dois experimentos. No primeiro, as fémeas
apenas visualizam os machos. No segundo, eas recebiam odor (sina quimico) do
macho liberado na &gua, sem visuaizélos. Quando o tempo de permanéncia em um dos
compartimentos era significativamente maior, nos indicava a preferéncia por ee. No
experimento | (sinais visuais), ndo houve preferéncia por nenhum perfil. J& no
experimento |l (sinais quimicos), as fémeas ousadas preferiram machos do mesmo
perfil, enquanto fémeas hesitantes ndo tiverem preferéncia Concluimos que na tilgpia-
do-Nilo, as fémeas de perfil ousado identificam e preferem machos ousados. Essa

comunicagdo é feita por via quimica, sem grande participacdo davia visual.

Palavras-chave: sindrome comportamental, explorag&o, ciclideo, selegdo sexua



Introducgéo

Animais de diversos taxa exibem alguns comportamentos consistentes ao longo
do tempo e/ou sSituagbes que, dessa maneira, se constituem em padrbes de
personalidade. Em peixes, uma das dimensdes de personalidade € a hesitacdo e ousadia,
que € a tendéncia para explorar, tanto novos ambientes, itens alimentares ou novos
objetos (Wilson et al., 1994; Wilson & Stevens, 2005). Os individuos ousados séo
atraidos pela novidade e destemidos frente a situagdes potencialmente perigosas,
enquanto individuos hesitantes evitam essas situagdes (Wilson et al., 1993; Brown et
al., 2007), poss velmente por medo ou ansiedade.

Individuos ousados, ao explorarem mais, podem obter vantagens na captacéo de
recursos (como abrigo e alimentacdo). Fraser et al. (2001) mostraram que individuos
ousados de “killifish” , Rivulus hartii, dispersam mais, crescem mais rgpido e tém maior
sucesso adaptativo, comparados aos hesitantes. Além disso, ha correlacdo positiva entre
a ousadia e a massa corpérea (Brown et al., 2007). Se o perfil comportamental de um
individuo pode afetar seu sucesso adaptativo (Godin & Dugatkin, 1996; Budaev et al.,
1997), é plausivel pensar que a formacéo de pares entre individuos de determinados
perfis possa ser mais vantgjosa. Dessa forma, por exemplo, as fémeas poderiam obter
mais beneficios em copular com machos ousados, pois eles tém melhor perfil
competitivo na aquisicdo de recursos.

Com base nisso, nosso objetivo foi testar se o perfil hesitante ou ousado de fémeas
influencia sua escolha pelo perfil do macho. Tais testes foram feitos no peixe tilpia-do-
Nilo, Oreochromis niloticus, onde os perfis hesitante e ousado foram claramente
mostrados (Valenga-Silva, 2010). Num primeiro experimento vimos que a visualizagdo
dos machos pedas fémeas ndo foi estimulo suficiente para que as fémeas escolhessem
por machos de algum perfil. Porém, antes que descartéssemos por completo
hipétese, investigamos se outra modalidade sensorid ndo poderia ser mais relevante
nesse caso. Note que a tilgpia-do-Nilo ndo apresenta um dimorfismo sexual de
coloragdo evidente, ao contrério do que ocorre em outras espécies que usam sinais
visuais para escolha de parceiros (Endler, 1983; Hounde & Endler, 1990; Godin &
Dugatkin, 1996). Como aguns estudos tém mostrado grande participagdo da
comunicagdo quimica intraespecifica nessa espécie (Giaquinto & Volpato, 1997;
Giaguinto et al., 2010; Barcellos et al., 2011), testamos também essa via sensoriad no

reconhecimento e escolha de perfis de personalidade pela fémea.



Material e M é&odos

Sujeitos e condigdes de manutengio

Exemplares de tilgpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758),
provenientes de piscicultura comercial durante a fase de juvenis foram mantidos em
biotério por cerca 7 meses, onde permaneceram em tanques de 1000 L (1 peixe/5 L),
com aeracdo constante, filtro biolégico, temperatura ~ 26°C, ambnia < 0,04 ppm, e
fotoperiodo das 06:00 h as 18:00 h, fornecido por luz fluorescente (~ 350 lux).
Alimentamos 0s peixes uma vez ao dia (3 % da biomassa) com ragdo extrusada para
peixes tropicais (36 % proteina bruta). Desse lote foram selecionados os machos usados
no estudo. As fémeas foram trazidas jé adultas, pré-selecionadas pelo sexo, da Mini-
Estacdo de Piscicultura do IBILCE, CAUNESP, S&o José do Rio Preto-SP e mantidas
separadas dos machos, mas nas mesmas condigdes de armazenamento. A sexagem foi
realizada pela inspecéo da papila genital corada com azul de metileno, que evidencia a
aberturado oviduto das fémeas (Mendonga & Gol calves-de-Freitas, 2008).

Todos os procedimentos foram feitos de acordo com os principios éticos adotados
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA. Ambos 0s experimentos
foram aprovados pelo Comité de Etica para Experimentagiio Animal do Instituto de

Biociéncias de Botucatu-SP, protocolo nimero 557.

Delineamento Geral

Para testar se o perfil hesitante ou ousado de fémeas de til&pia-do-Nilo influencia
sua escolha pelo perfil do macho e se sinais visuais e olfativos modulam essa escolha,
realizamos dois experimentos (grupos independentes). Em ambos os experimentos,
identificamos o perfil hesitante/ousado de machos e fémeas por meio do teste do objeto
novo, onde avaliamos individualmente cada peixe em relagcéo ao tempo despendido na
exploragdo do objeto. Para atribuir um determinado perfil, € necessério que ele se repita
a0 longo do tempo ou em diferentes contextos (Réale et al., 2007). Assim, selecionamos
os perfis consistentes, avaliando o comportamento de cada peixe em dois testes
consecutivos (intervalo de 24 h). Usamos objetos diferentes em cada um desses testes
para evitar possiveis efeitos de aprendizagem. Ao final, cada peixe classificado como
hesitante ou ousado permanecia no aguério por 24 h, quando era transferido para outro
aguéario para ser testado quanto a escolha de parceiro (visua ou quimico, dependendo do

experimento).



No primeiro experimento, avaliamos se o perfil de personaidade das fémeas
interfere em suas escolhas, por meio de sinais visuais, pelo perfil do macho. Os
tamanhos e as diferencas percentuais médias desses animais s8o mostrados na Tabela 1.
O sistema de teste e 0 delineamento experimental sdo apresentados na Figural.

No segundo experimento, testamos a mesma ideia, porém especificamente pela
comunicagdo quimica entre machos e fémeas. Os peixes empregados neste experimento
ndo foram os utilizados no experimento 1. O tamanho dos animais, bem como as
diferencas percentuais médias das réplicas é apresentado na Tabela 1. O esguema de
teste e 0 detalhamento do delineamento s&o mostrados na Figura 2.

Para cada fémea testada utilizamos duplas diferentes de machos hesitantes e
ousados e, em cada teste, invertemos a posicdo dos machos para evitar influencia da
lateralidade.

Tabela 1 — Pesos (g) dos individuos em cada experimento e diferencas percentuais
médias em relacdo ao macho doador.

Diferencas com o
Experimentos macho doador

Sexo Perfil Peso (g) £dp Hestante Ousado
Hesitante 353+ 04 9,6 % 10,2 %

Fémea
| Ousado 355+05 11,5 % 12,4 %
Hesitante 38,8+ 2,7 - 2,3%
Macho
Ousado 395+1,3 15% -
R Hesitante 37,5+ 2,2 9,0% 8,4 %
Fémea 0
| Ousado  37,7+19 88% 8,4 %
Macho Hesitante 39,022 - 1,8%

Ousado 38,7+23 1,0% -

Todos os animais testados tinham pesos similares (Teste t de Student, p > 0,05). As duas
Ultimas colunas se referem a diferenca percentual dos machos doadores (visua ou
guimico) em rdacdo ao peso das fémeas e dos machos de cada dupla. N = 12 fémeas e 24
machos de cada perfil (experimento 1) e 20 fémeas e 40 machos de cada perfil
(experimento I1).
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Figura 1. Experimento 1 — Vista superior dos aquérios de testes.
Medidas: 40 cm x 20 cm de base e 25 cm de adtura. Os machos néo
possuiam contato entre si. Inseriamos a fémea por 1 h antes dos testes
para gjustes, sem possibilidade de visudizar os machos. Em seguida,
com um cilindro transparente (=115 cm, aberto nos dois lados)
aprisionavamos as fémeas no centro do aguario por 1 min; apds a
retirada do cilindro, registradvamos o tempo despendido pela fémea em
cada lado desse aquario (A ou B). Novamente aprisondvamos a
fémea no cilindro, retirando-se agora a placa opaca. Decorrido 1 min,
liberdvamos a fémea e registravamos, por 20 min, o tempo despendido
por ela nas regides A ou B. Redizamos o procedimento duas vezes
para cada fémea (manha e tarde). Ao final, aferiamos novamente o
sexo dos animais. N = 12 fémeas de cada perfil.
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Figura 2. Experimento 2 — Esquema Geral do aquario de testes. O aguério
receptor foi dividido em 3 compartimentos. dois laterais (que receberiam agua de
machos) e um central (zona neutra), com portas que permitiam 0 acesso aos
compartimentos laterais. Conectamos 0s compartimentos laterais aos aquarios
doadores, dispostos acima do aquario receptor, por meio de tubos de silicone ( (=1
2,5 cm). Inseriamos 0s machos hesitantes e ousados nos agquarios doadores por 3 h
antes da transferéncia de a&gua. As fémeas eram inseridas no compartimento
central, com as portas de acesso fechadas por placas opacas, por 1h. Em seguida,
retirdvamos as placas e registrdvamos o tempo despendido pela fémea em cada
compartimento por 5 min. Apés, deslocavamos as fémeas para a zona neutra e,
depois de 1 min, inicidvamos a transferéncia de &gua (fluxo de 3 mi/min),
registrando: (a) laténcia para visitar o primeiro compartimento, (b) posicdo da
fémea a cada 15 segundos e (c) tempo total despendido em cada compartimento
durante 20 min. Um tedte realizado com corante mostrou que a &gua leva 10
minutos para se misturar com os trés compartimentos. Ao final, aferiamos
novamente o sexo dosanimais. N = 20 fémeas de cada perfil.

Procedimentos especificos

Selecdo dos animais — Teste do objeto novo (experimentos 1 e 2)

Paraidentificar peixes hesitantes e ousados, usamos o teste do objeto novo. Trata-
Se se um teste amplamente usado para avaliar hesitagéo e ousadia em humanos e outros
animais, incluindo peixes (Wilson et al., 1994; Sneddon et al., 2003; Gahardo et al.,
2012). Assim, individuaizamos os peixes em aquério de vidro (40 cm x 20 cm de base
x 25 cm de atura veja figura 3 do estudo 1 desta tese) por 3 dias para aclimatacdo.



Nesse tempo, aimentamos os peixes uma vez ao dia, no periodo da manha (3 % do peso
corporal). Decorrido o periodo de aclimatagdo, aplicamos o primeiro teste do objeto
novo (cilindro de PVC vermelho, de @ = 8 cm) e 24 h depois, o segundo teste
(reténgulo plastico amarelo de 10 cm x 4 cm). Quando os peixes estavam em uma das
extremidades (regido até L1), introduziamos subitamente o objeto no lado oposto e
registravamos por 5 min, o tempo despendido na exploragéo objeto.

Em cada amostragem, ordenamos os tempos de exploragéo do objeto novo do
menor a0 maior valor e, entdo, separamos os valores em quartis. O primeiro quartil
(menores tempos de exploracdo) representou 0s peixes hesitantes e o terceiro quartil
(maiores tempos de exploragéo), os ousados. Nos dois experimentos, utilizamos apenas
0S peixes que apresentaram 0 mesmo perfil nos dois testes consecutivos. Mostramos na

tabela 2 os valores médios obtidos para cada perfil, reforcando a validade dessa

separagéo.

Tabela 2 - Tempo (s) despendido na exploragéo do objeto novo

Sexo Perfil Experimento 1 Experimento 2
Testel Testell Testel Testell
Fémea Hesitante 2,244 ) 1,3+1,7 ) 0,5+1,6 ) 0,0 )
Ousado 134,0£46,0 124,0+41,0 151,0#49,0 150,0+57,0
Macho Hesitante 1,6+5,6 1,0£0,4 05+14 0,4+1,2

Ousado  190,0+50,0° 156,0+36,00  154+62" 147,0+54,0

Comparamos os valores médios (x dp) dos quartis entre os perfis hesitante e ousado
para fémeas e machos nos dois experimentos. * Andise de Mann-Whitney indicou
diferenca entre hesitantes e ousados em todos os testes (p < 0,0001). N = 12 fémeas e 24
machos de cada perfil (experimento |) e 20 fémeas e 40 machos de cada perfil
(experimento I1).

Andlise de Dados

Utilizamos o teste de Kolmogrov-Smirnov e Levene's para avaliar a normalidade
e a homocedasticidade, respectivamente. No experimento |, compararmos o tempo
despendido pelas fémeas em cada compartimento dos machos, utilizamos teste t de
Student para amostras pareadas. No experimento |1, a laténcia para escolha do primeiro
lado do aquério apresentou distribuicdo heterocedastica, entdo, utilizamos logy para
homogeneizar os dados e assim aplicamos teste t de Student para comparagéo.
Avaliamos o tempo despendido pelas fémeas em cada um dos trés compartimentos por
ANOVA de medidas repetidas. O nivel critico considerado foi de o = 0,05.



Resultados

Experimento | - Escolha por via visual

O perfil dos machos néo interferiu no tempo que as fémeas despenderam em cada
compartimento (macho hesitante ou ousado) (Figura 3). Além disso, nd houve
diferenca na propor¢do de fémeas para cada tipo de resposta (teste de Goodman, p >
0,05), como segue. Das 12 fémeas hesitantes testadas, 4 escolheram pelos machos
hesitantes; 3 pelos machos ousados; 2 fémeas variaram a escolha do perfil entreo 1°e o
2° teste; e 3 despenderam 0 mesmo tempo no compartimento do macho de cada perfil.
Dentre as fémeas ousadas, 5 escolheram machos hesitantes e 5 optaram pelos machos
ousados, 2 fémeas também variaram a escolha do perfil entre 0 1° e 0 2° teste; e 1 fémea

gastou 0 mesmo tempo em ambos os compartimentos dos machos.
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Figura 3. Tempo despendido pelas fémeas em cada
compartimento. (A) Fémeas hesitantes e (B) Fémeas
ousadas. Dados médios (+ dp) de 12 fémeas de cada
perfil. O perfil hesitante ou ousado dos machos néo
interferiu no tempo que as fémeas despenderam em
cada compartimento (Teste t de Student).



Experimento Il — Escolha por via quimica

Antes da liberacdo do estimulo quimico para as fémeas, 17 fémeas hesitantes
(85%) e 19 ousadas (95 %) visitaram os dois compartimentos. A laténcia para sar da
zona neutra (compartimento central) em diregd a um dos lados do aquario foi igual
entre elas. Ja na fase de estimulo, as fémeas ousadas sairam mais rapido da zona neutra

(Figura4).
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Figura 4. Laténcia para sair da zona neutra. Dados médios (+ dp) de
20 fémeas de cada perfil. N& houve diferenga na laténcia entre os
perfis na fase pré-estimulo (5 min antes do inicio da transferéncia de
&gua), mas na fase estimulo (apods o inicio da transferéncia de &gua dos
machos) as fémeas ousadas sairam mais rapido da zona neutra (Teste t
de Student).

A escolha das fémeas hesitantes ndo foi afetada pelo perfil de personalidade dos
machos. Ja as fémeas ousadas, permaneceram mais tempo no compartimento dos
machos ousados (Figura 5) e amaioria delas preferiu 0s machos ousados (Tabela 3). Ao
longo das observagdes (a cada 15 s), o perfil de visitagdo das fémeas ao compartimento
dos machos escol hidos foi consistente, mesmo que em alguns momentos elas pudessem
visitar também o outro compartimento. Porém, todos o0s animais tiveram acesso a todos

o0s compartimentos do aquério de teste.
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Figura 5. Tempo despendido pelas fémeas em cada
compartimento do aquério. Dados médios (+ dp) de 20
fémeas de cada perfil. (A) A escolha das fémeas hesitantes
ndo foi afetada pelo perfil de personalidade dos machos
(ANOVA de medidas repetidas, F( 25 = 0,56, p = 0,57). (B)
Letras diferentes indicam diferenca (Anova de medidas
repetidas, F,33 = 7,4, p = 0,002).

Tabela 3 — Propor¢éo de fémeas que escol heram machos hesitantes ou ousados.

Compartimentos

Fémeas
'V'?‘Cho Zona neutra Macho Sem escolha
hesitante ousado
Hesitante 4 3 3 10
Ousada 4 2 13* 1

N = 20 fémeas de cada perfil. * indica diferenca na proporcéo de escolha (Teste de
Goodman, p < 0,05).



Discussao

Aqui mostramos que na tilgpia-do-Nilo as fémeas de perfil ousado identificam e
preferem machos ousados. Mais ainda, este € o primeiro relato de que essa comunicagdo
é feita por via quimica, sem grande participacdo da via visual. Esse comportamento
parece ter algum valor adaptativo as fémeas ousadas (e.g., maiores chances de
produzirem geracdes de filhotes ousados).

Nossos dados mostram que sinais visuais ndo foram suficientes para permitir a
escolha das fémeas por machos hesitantes ou ousados. Porém, por via quimica tal
comunicagdo foi efetiva. De fato, durante a escolha por parceiros, as fémeas de peixes
avaliam aguns sinais apresentados pelos machos, tais como o tamanho do corpo
(Reynolds & Gross, 1992; Karino & Matsunaga, 2002), o tamanho da nadadeira caudal
(Bischoff et al., 1985), a condi¢do nutricional (Giaquinto et al., 2010) e a coloragéo
externa (Hounde & Endler, 1990) e preferem copular com machos maiores, bem
nutridos e mais vistosos. Em algumas espécies, a ousadia correlaciona-se positivamente
com a massa corpora (Brown et al., 2007) e com o padréo de coloragdo dos machos
(Goding & Dugatkin, 1996), assim, fémeas poderiam copular com machos ousados a
partir de escolhas de machos maiores e mais coloridos. No nosso caso, 0s machos néo
tinham colorag@o acentuada e os peixes eram de tamanhos bem préximos entre si, de
forma que, na auséncia de participagdo da comunicacdo quimica, apenas 0s sinais
visuais ndo foram suficientes para permitir a escolha das fémeas por machos hesitantes
ou ousados.

Ao contrario da comunicagdo visual, a participagdo da modalidade sensorial
quimica na escol ha das fémeas ousadas pelo perfil de machos ousados foi bem evidente.
A preferéncia pelo compartimento do macho ousado ndo pdde ser atribuida a aguma
tendéncia prévia das fémeas no sistema de teste, visto que no experimento |1, antes da
liberacdo da comunicagdo da égua entre os compartimentos, ndo houve diferenca na
laténcia para a fémea sair do compartimento central. Com a comunicagdo quimica, no
entanto, a ida das fémeas a0 compartimento dos machos ousados foi répida,
confirmando seu perfil explorador tanto quanto indicando sua preferéncia pelo cheiro de
machos ousados.

M ecanismos olfativos de reconhecimento parecem ser bem generalizados entre os
animais. A maioria dos vertebrados usa sinais quimicos em interacbes coespecificas

(Sorensen & Stacey, 1999). Alguns estudos tém mostrado a comunicagdo quimica sobre



certas condigOes dos peixes, tais como, condigdes nutricionais (Fisher & Rosenthal,
2006; Giaquinto et al., 2010a), tamanho (MacLaren et al., 2004; Giaquinto & Volpato,
2005) e também informagBes sobre o estresse dos individuos (Barcellos et al., 2011).
Nossos resultados, no entanto, mostram que na tildpia-do-Nilo tais pistas quimicas
indicam o perfil comportamenta dos individuos, o que pode transmitir para as fémeas
informagbes acerca da qualidade do macho. Além disso, as fémeas podem usar essas
informagdes para otimizar a escolha por parceiros. Entretanto, estudos adicionais seriam
necessérios para saber a interagdo entre pistas quimicas e visuais nessa comunicagéo,
bem como os possiveis sinais quimicos (feroménios) envolvidos na deteccéo do perfil
de personalidade.

Apesar desses relatos, nosso estudo € o primeiro a mostrar que as fémeas
discriminam o perfil comportamental (hesitante e ousado) dos machos por meio de
sinais quimicos e que essa discriminagdo depende do perfil de ousadia da fémea. Nossa
constatag@o é ainda reforgada pelo fato de que durante o periodo de aclimatagéo, todos
os machos foram aimentados com a mesma dieta, descartando qualquer possibilidade
de que os peixes ousados estariam melhores alimentados que 0s peixes hesitantes, uma
vez gque a qualidade nutricional do macho pode afetar a escolha da fémea (Giaguinto et
al.,, 2010). Tracos de personalidade também podem estar associados a padrdes
fisiolégicos (coping styles). Animais ousados s80 Menos responsivos ao estresse
enquanto os hesitantes podem apresentar maior nivel de cortisol plasmético. (Koolhaas
et al., 1999). Uma alta associacéo entre condi¢Bes de salde e tragos de personalidade
(ousado e hesitante) podem servir como critério de selecdo de parceiros, significando
um importante critério adaptativo. Schuett et al. (2011) encontraram que no passaro
mandarim, Taeniopygia guttata, as fémeas mais exploradoras preferem os machos mais
exploradores. Em peixes, as fémeas de lebistes, Poecilia reticulata, preferem machos
ousados (Godin & Dugatkin, 1996), sugerindo que eles sejam mais viaveis e possam
oferecer beneficios diretos em termos de producgéo de descendentes mais vidvels. Nesse
sentido, as fémeas ousadas teriam prioridade de acesso, sendo mais vantajoso copular
com machos do mesmo perfil, 0 que lhe garantiria uma prole com caracteristicas de
melhores exploradores, mais corgosos e menos suscetiveis a doengas causadas por
estresse.

Mas porque as fémeas hesitantes ndo apresentaram preferéncia por um dos perfis
de exploragdo (ousadia ou hesitacéo)? Uma possbilidade é que as fémeas ousadas

teriam prioridade de acesso aos parceiros e as hesitantes ficam sujeitas a copular com



quem restasse, indiferente do perfil. Ainda nesse aspecto, a existéncia de
comportamento oportunista na reproducdo da tildpia-do-Nilo (Gongalves-de-Freitas,
1998), pode revelar que as fémeas hesitantes possam ainda se valer de outros recursos
para garantirem sua maior participagéo na descendéncia da populagéo.

No entanto, deve haver um equilibrio entre os custos e beneficios dos perfis
dentro da populagéo: animais mais ousados apresentam um maior beneficio em recursos
aimentares e/ou parceiros sexuais, mas sdo0 mais suscetiveis a predacdo, enquanto 0s
mais hesitantes obtém menos recursos, mas apresentam um menor risco de serem
predados (Wilson & Stevens, 2005). Como os dois perfis persistem na natureza, ambas
as estratégias parecem ser bem sucedidas (Wilson et al., 1993, 1994).
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Estudo I11
Papel dos peixes hesitantes e ousados na

estabilidade de grupos de juvenis de
tildpia-do-Nilo.



Papel dos peixes hesitantes e ousados na estabilidade de gruposde

juvenisdetilapia-do-Nilo.

Resumo

Avaliamos se os perfis comportamentais hesitantes e ousados afetam a
agressividade, o crescimento e a mortaidade em grupos de juvenis de tildpia-do-Nilo
(Oreochromis niloticus). Para acessar a hesitagdo e a ousadia aplicamos o teste do
objeto novo, avdiando a resposta de cada peixe em dois testes consecutivos,
selecionando os peixes com perfil consistentes nos dois testes. Apds, formamos
quartetos de peixes de acordo com o perfil apresentado em trés condigOes
experimentais: a) apenas hesitantes; b) apenas ousados €; c) mistos (2 peixes de cada
perfil). Mantivemos os agrupamentos por 28 dias. Um dia apds 0 agrupamento e a cada
7 dias, durante 28 dias, registravamos o nimero de confrontos no grupo, 0 Peso e o0
comprimento dos animais. Além disso, registravamos diariamente a ocorréncia de
mortes Os peixes ousados brigaram mais no inicio do experimento (até 14° dia). Até o
7° dia, a ocorréncia de mortes foi menor entre os hesitantes, ndo tendo diferenca nas
semanas posteriores (até o final do experimento). Além disso, a composicéo dos grupos
ndo afetou a biomassa fina dos individuos. Concluimos que o perfil comportamental
influencia nas interagBes agonisticas do grupo, podendo afetar a ocorréncia de mortes,

mas nédo afetando a biomassa dos peixes.

Palavras-chave: temperamento, sindrome comportamental, agressdo, sobrevivéncia,

crescimento



Introducgéo

Dentro de uma populacgo, os individuos podem diferir consistentemente em seus
comportamentos (Wilson et al., 1994; Sih et al., 2004; Réde e al., 2007). Essa
heterogeneidade pode influenciar no risco de predacéo, na dieta e, consequentemente,
No crescimento e sucesso adaptativo dos individuos (Wilson et al., 1993), tendo grandes
implicacbes dentro da populagdo. Uma das dimensBes da personalidade € o continuo
hesitag&o-ousadia, que reflete a propensdo para correr risco especialmente em umanova
situacdo (Wilson et al., 1993). A posi¢do do individuo nesse continuo é determinada por
experiéncias durante a ontogenia somadas a componentes herdéveis (van Oers et al.,
2004; Sinn et al., 2006; Brown et al., 2007). Além disso, esse perfil parece sofrer forte
pressdo seletiva de acordo com a variabilidade de risco no habitat em que esta inserido
(Huntinford, 1976; Brown et al., 2005). Por exemplo, em populacbes de peixes que
vivem em &ea de dto risco de predagdo, os individuos tendem a ser mas
ousados/corajosos (bold) comparados a individuos de regides com menor quantidade de
predadores (Brown et al., 2005).

A frequéncia do perfil hesitante-ousado numa populacdo tende a concentrar
poucos individuos fortemente hesitantes, ou fortemente ousados, e uma maioria de
individuos em estdgios intermedidrios. No entanto, ainda ndo esta claro como essas
diferentes proporgdes de tragos de personaidade podem afetar adindmica de um grupo.
Sabemos que os individuos ousados s30 mais agressivos em relagdes intraespecificas do
que peixes hesitantes (Bell & Sih, 2007; Bdl et al., 2010). Assim, podemos pensar que
um nimero elevado de animais ousados em um grupo ndo sga vantajoso, pois pode
acentuar o nimero de confrontos levando a um aumento nos nivels de estresse e na taxa
de mortalidade. Por outro lado, individuos ousados podem apresentar maior massa
corporal comparado aos hesitantes (Brown et al., 2007). Em geral, dentro de uma
populagdo, é razoavel que exista equilibrio entre os custos e beneficios dos perfis de
persondidade. Os individuos que se arriscam (e.g., se dimentam em &reas com presenca
de predadores) tém maior chance de sucesso reprodutivo, mas também maior chance de
serem predados. Ao contré&rio, agueles que sdo aversivos a0 risco (hesitantes), tém
menores chances de encontrar parceiro reprodutivo, mas seu risco de predacdo é menor
(Wolf et al., 2007; Smith & Blumstein, 2008). Ou sgja, tanto os perfis hesitantes quanto
0s ousados representam diferentes estratégias adaptativas numa populagdo que pode ser

vantajosas para ambos.



Com o objetivo de entender o que os perfis comportamentais representam na
populacdo, avaliamos a agressividade, a mortalidade e a biomassa produzida em grupos
de peixes hesitantes, mistos ou ousados de juvenis de tilgpia-do-Nilo, Oreochromis

niloticus.

Material e M é&odos

Sujeitos e condigdes de manutengio

Os juvenis de tildpia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1758) utilizados
nesse estudo, nasceram em nosso biotério de peixes, onde permaneceram por 4 meses
em caixas de 500 L (1 peixe/4 L), com aeragdo constante, filtro biolégico, temperatura ~
26°C, ambnia < 0,04 ppm, e fotoperiodo das 06:00 h as 18:00 h, fornecido por luz
fluorescente (~ 350 lux). Alimentamos os peixes uma vez ao dia (3 % dabiomassa) com
rac8o extrusada para peixes tropicais (36 % proteina bruta).

Os procedimentos foram feitos de acordo com os principios éticos adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal — COBEA e foi aprovado pelo Comité de
Etica para Experimentacdo Animal do Ingituto de Biociéncias de Botucatu-SP,

protocolo nimero 558.

Delineamento Geral

A edtratégia consistiu em agrupar os individuos de acordo com seu perfil de
personalidade e avaliar agressividade, a mortalidade e a biomassa do grupo durante 28
dias de agrupamento. Paraisso, identificamos o perfil hesitante e ousado dos juvenis por
meio do teste do objeto novo, como descrito na parte Il desta tese. Apds, mantivemos
esses peixes em caixas separadas (500 L) durante 15 dias, nas mesmas condi¢Oes de
manutencdo descritas acima. Decorrido esse tempo, formamos quartetos de peixes em
trés condigbes experimentais. a) apenas hesitantes; b) apenas ousados; e ¢) mistos (2
peixes de cadaperfil).

Para a formagdo dos grupos, realizamos a biometria (peso e comprimento) e a
marcagdo dos animais. Inicialmente, anestesiamos os peixes com benzocaina (80 mg/L)
e enquanto estavam sob efeito do anestésico, pesamos e aferimos 0 comprimento padréo
de cada individuo. Para identificacdo dos peixes do grupo misto, fizemos um corte na
regido inferior da nadadeira cauda dos peixes hesitantes e na regido superior da

nadadeira caudal dos peixes ousados. A fim de evitar interferéncia do corte nas demais



respostas comportamentais, realizamos o mesmo procedimento para 0S grupos
compogtos apenas de peixes hesitantes e ousados (de forma aeatéria, 2 peixes
receberam um corte na regido superior e, 2 peixes um corte na regido inferior). Em
seguida, agrupamos quartetos de tamanhos similares em aquérios de vidro (40 cm x 20
cm de base x 25 cm de atura) de acordo com a condigdo experimental (n = 6 réplicas).
O tamanho dos animais é mostrado na Tabela 1. Todos os aquérios possuiam substrato

no fundo (1 cm), filtro bioldgico e aeracéo constante.

Tabela 1 — Biometria de juvenis de tildpia-do-Nilo nas trés condigdes experimentais

Perfil dogrupo Peso(g) Comprimento (cm)

Hedtante 53 +0,7 53+0,2
Misto 50 +£0,8 52+0,3
Ousado 49 +0,7 53+0,3

N&o houve diferenca nos pesos (ANOVA, F =192 p =
0,15) e comprimentos (ANOVA, F = 0,46, p = 0,63) entre as
diferentes condigdes experimentais.

No 1° dia apds serem inseridos no aquério e a cada intervalo de 7 dias até o 28°
dia de experimentag@o, aferiamos o peso e o comprimento padréo de todos 0s peixes, e
filmévamos as interagdes agonigticas em cada grupo por 20 min, sempre no periodo da
manh@ (para evitar possiveis influéncias do ritmo circadiano). Além disso,
registravamos diariamente a eventual ocorréncia de mortes entre os individuos.
Alimentamos os peixes todos os dias por volta as 9:00 h com ragdo para peixes tropicais
(3% da biomassa do grupo). Excepcionamente, nos dias de coleta de dados,
aimentdvamos os peixes apos a filmagem e biometria. Uma vez por semana realizamos
atroca de metade da &gua dos agquérios para auxiliar na manutencdo dos niveis de pH (~
7,3), amonia total (~ 0,25 ppm). No caso do nitrito, os valores ficaram iguais entre 0s
tratamentos, mas apds do 21° dia de experimentacdo os valores ficaram elevados (0,5
ppm) em relacdo aos padrdes (menor que 0,5 ppm; Lewis Jr. & Morris, 1986). Porém, a
falta de medidas de outros elementos (e.g., dureza e acainidade da &gua e oxigénio
dissolvido) ndo nos permitiu avaliar exatamente o efeito da maior concentragéo de
nitrito para os peixes. No entanto, nd& observamos nada que mostrasse alteragéo

comportamental em fungdo desse par@metro e, dém disso, peixes pequenos (~ 5 g),



como utilizado agui, s&o mais tolerantes ao nitrito comparado a peixes maiores (Atwood
et al., 2001).

Agressividade

Para avaliar agressividade em cada condicéo experimental, no 1°, 7°, 14°, 21° e
28° dia de experimentacdo, registramos os confrontos entre os individuos. Para isso,
filmé&vamos cada grupo por 20 min e, a partir das filmagen, quantificamos. a) laténcia
para o primeiro confronto e b) total de confrontos (mordidas, brigas laterais, brigas de
boca e perseguicdes). Como houve mortes ao longo das semanas de experimentacéo, a
cada regigtro, dividiamos o total de confrontos pelo nimero de individuos, o que nos

deu ataxa de confrontos por grupo.

Biomassa produzida

O objetivo inicial era comparar o crescimento dos individuos de cada condi¢éo
experimental. No entanto, a mortalidade ocorrida em alguns grupos dificultou
andlise, visto que, a reducédo do numero de individuos pode reduzir o nimero de
confronto, aém de aumentar 0 espaco disponivel no aquério. Assm, avaliamos a
biomassa produzida em cada condicdo experimental, calculada pela somatéria dos pesos

dosindividuos de cadaréplica.

Andlise de dados

Utilizamos o teste de Kolmogrov-Smirnov e Levene's para avaliar a normalidade
e homocedasticidade, respectivamente. Assim, utilizamos ANOVA de uma via para
compararmos a taxa de confrontos, a laténcia parainiciar esses confrontos e a biomassa
produzida em cada condicdo experimental. Aplicamos o teste de Goodman, para
comparagéo da proporcao de ocorréncia de mortes entre os tratamentos. O nivel critico

considerado foi de a. = 0,05.

Resultados

No 1° dia apds o0 agrupamento, 0s peixes ousados brigaram mais que 0s grupos
mistos e os hesitantes (Figura 1A). No 7° dia, eles novamente brigaram mais que 0s
hesitantes, mas em igual propor¢é ao grupo misto (Figura 1B). J4 no 14° os peixes

ousados novamente brigaram mais que os outros dois grupos (Figura 1C). No entanto,



ndo houve diferenca na laténcia para iniciar os confrontos (ANOVA, 1° dia: F = 1,23, p
=0,32; 7°diaa F =098, p=04el4° dia F = 2,6, p=0,11). A partir do 21° dia de
experimentacd0 a mortalidade deixou o0 nimero de animais desbalanceado,

impossibilitando a comparagéo entre as condicdes experimentais.

(5}
=]
|

A -1°dia

T

20 4

a

10 4
0 A

Numero de confrontos

Hesitantes Mistos Qusados
50 1 B-7°dia
w
L 40 - b
C
o
LS
g 30 ~ ab
[&]
@ a
o] |
o 20
g
5 10 1
=
0 m
Hesitantes Mistos Qusados
50 1 C -14° dia
8
< 40 A b
o
‘T 30 - I
8 |
a
B 20 A a
o
[
£ 10 4
Z
0 .

Hesitantes Mistos Ousados

Figura 1 — Numero de Confrontosno 1°, 7° e 14° dia do
experimento. Dados médios (xdp). N = 6 réplicas por
tratamento. Letras diferentes indicam diferenca ANOVA,
(A): F=842,p=0,003; (B): F=3,88,p=0,04; e (C): F
=6,7,p=0,009.



Até o 7° dia de experimento, nenhum peixe hesitante morreu. A ocorréncia de
mortes entre os peixes ousados foi igual a dos peixes do grupo misto, mas maior
comparado a0s hesitantes (Figura 2). Nas semanas posteriores e aé o fina do
experimento, ndo houve diferenga na proporgéo de mortes entre os tratamentos. Ao final
do experimento, em 4 réplicas do grupo misto restou apenas um peixe, todos de perfil
ousado.
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Figura 2. Mortalidade em cada perfil de personalidade
ao longo de 28 dias de experimento. N = 6 réplicas de 4
individuos em cada tratamento. Letras diferentes indicam
diferenca (Teste de Goodman, p < 0,05).

Devido a dta ocorréncia de mortaidade, ndo pudemos comparar 0 ganho de peso
entre os animais, assim comparamos a biomassa produzida que, a0 final do experimento

foi igual entre os tratamentos (Figura 3).
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Figura 3 — Personalidade e biomassa produzida. Dados
meédios (xdp). N&o houve diferenca entre grupos (ANOVA,
F=227,p=0,14).



Discussao

Aqui, vimos que, num panorama geral, os peixes ousados S&0 mais agressivos que
0s hesitantes e grupos mistos. Também mostramos que ndo hé diferenca na taxa de
mortalidade entre 0s grupos, mas que 0s peixes ousados comegam a morrer primeiro.
Além disso, concluimos que a composicdo dos grupos ndo afeta a biomassa final dos
individuos.

Quando individuos com perfil ousado séb agrupados, espera-se aumento da
competicdo por acesso a recursos, como comida, espago ou posgdes sociais, elevando
assim o nimero de confrontos agressivos no grupo. Animais ousados se arriscam mais e
apresentam maior potencial para luta (Chang et al., 2012), ou sga maior nivel de
agressividade (Ruiz-Gomes & Hutingford, 2012) que lhes garante enfrentar possiveis
problemas de exposicéo a predadores ou competidores. De maneira diferente, 0 menor
ndmero de confrontos entre os hesitantes e dentro dos grupos mistos pode ser, de fato,
decorréncia do menor perfil agressivo dos hesitantes. Nesse sentido, a manutengdo de
apenas peixes ousados ou de uma ata proporcéo desse perfil em agrupamentos (criacéo,
experimentacdo) pode elevar o nimero de interacdes agonisticas e, como consequéncia,
elevar os niveis de estresse e até mesmo aumentar a mortalidade entre os individuos do
grupo.

Apesar da mortalidade ao final dos 28 dias ser igual entre os trés perfis testados,
0s peixes ousados morreram mais que os hesitantes durante a primeira semana de
agrupamento e também comecaram a morrer primeiro. Tais fatos podem ser associados
amaior agressividade dentro do grupo durante esse periodo (~ 30 confrontog/individuo).
Esse fato também é reforcado pela constatagdo de que em 4 réplicas do grupo misto, 3
dos 4 individuos morreram, restando apenas 1 peixe ousado. Se essas mortes foram
exclusivamente resultado da interagéo entre os peixes, isso reforga o maior potencial
agressivo dos peixes ousados.

Em populagbes naturais de Brachyrhaphis episcopi Brown et al. (2007)
mostraram correlagdo positiva entre a ousadia e a massa corporal. No nosso caso, ao
final dos 28 dias ndo pudemos comparar crescimento dos individuos, pois a ocorréncia
de mortes foi elevada. Assim, avaliamos a bimossa produzida em cada grupo,
constatando que o perfil dos individuos ndo afetou a biomassa. Nossos resultados
podem ser consequéncia da alimentagdo controlada (proporcionalmente, cada peixe

recebeu a mesma quantidade de alimento) ou da auséncia de predadores que, sob



condigbes naturais, poderiam dificultar a aquisicdo de alimento, especialmente nos
individuos hedtantes.

Com isso, mostramos que as proporgdes dos perfis comportamentais hesitante e
ousado afetam a dinémica dentro do grupo. O fato da agressividade ser maior entre os
individuos ousados, e desses individuos morrerem primeiro quando agrupados com
peixes de igua perfil, nos indicam que a manutencéo da variabilidade dos perfis dentro
do grupo pode ser vantgjosa. Os diferentes fenétipos que ocorrem dentro de uma
populacdo devem ser adaptativos e possivelmente decorrem da selecéo dependente da
frequéncia (Wilson et al. 1994). Assm, € possivel que tanto os perfis ousado quanto
hesitante representem diferentes estratégias adaptativas numa populagdo, o que
explicaria a existéncia clara desses perfis num grupo. Nosso estudo, no entanto, embora
aponte o0 papel da composicdo do grupo em termos de personalidade hesitante ou
ousada, reforca a necessidade de maior agprofundamento levando-se em conta as
proporgdes desses perfis em populagdes naturais, bem como um melhor controle dos

efeitos dareducdo do nimero de peixes no crescimento desses animais.
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