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RESUMO

Na selegédo sexual, machos e fémeas escolhem seus parceiros baseados em
caracteristicas associadas ao aumento do “fitness” individual e tais
caracteristicas sexuais apresentadas pelos machos influenciam a escolha das
fémeas. A escolha em peixes pode ser realizada por varios canais sensoriais,
entre eles o quimico. Os sinais quimicos emitidos por machos podem conter
indicadores sobre a saude ou a qualidade genética dos possiveis parceiros.
Assim, testamos se a fémea de tilapia-do-Nilo percebe, através de sinais
quimicos, a presenca de patdégenos em machos. Para tanto, fémeas foram
testadas individualmente em testes de escolha em relagdo a estimulos
quimicos provenientes de dois machos, sendo um macho infectado e um sadio.
A maioria fémeas (81,25%) visitou inicialmente e com menor laténcia (p=0,007)
o compartimento contendo os sinais quimicos de machos saudaveis. Porém,
ndao houve diferenga no tempo total gasto nos compartimentos (p=0,085).
Concluimos que ha indicios que fémeas percebem sinais quimicos condizentes
com o estado de saude dos machos, mas que tal escolha nido se manteve

consistente.

Palavras-chave: Escolha, pistas quimicas, infecgédo e Aeromonas hydrophila.



ABSTRACT:

In sexual selection, males and females choose their partners based on
characteristics associated with increased individual "fithess" and such sexual
characteristics presented by males influence females’ choice. The choice in fish
can be performed by various sensory canals, including the chemical. Chemical
signals emitted by males may contain indicators of health or genetic quality of
potential partners. Thus, we tested if the female Nile tilapia realizes through
chemical signals the presence of pathogens in males. To this end, females
were individually tested in choice tests regarding two males, with one infected
male and one healthy male. Most females (81.25%) visited faster and firstly
(p=0.007) the compartment with chemical signs of healthy males. However,
there was no difference regarding total time between the compartments
(p=0.085). We conclude that there is evidence of females’ perception of

chemical signal of males, but it did not remain consistent over the choice.

Keywords: Choice, chemical cues, infection and Aeromonas hydrophila.

Introducéo

As diferencas na habilidade reprodutiva dos animais sao explicadas pela
teoria da seleg¢ao sexual de Darwin (1875). Ele explica que, diferentemente da
selecdo natural, a selecdo sexual esta associada a vantagem que certos
individuos apresentam sobre os outros do mesmo sexo e da mesma espécie,
somente no que diz respeito a reprodugado. Ainda de acordo com essa teoria,
machos e fémeas escolhem seus parceiros baseados em caracteristicas
associadas ao aumento do “fitness” individual. Por exemplo, caracteristicas
associadas ao aumento do numero de prole ou ao aumento da probabilidade
de sobrevivéncia da prole, o que eleva o sucesso reprodutivo da espécie
(Barbosa e Magurran, 2006; Martin et al., 2007).

A contribuicdo genica para a prole é igual entre machos e fémeas,

porém, o gasto energético no investimento parental pela fémea é superior ao



do macho (Trivers, 1974). Dessa maneira, a fémea escolhera de acordo com
as caracteristicas sexuais apresentadas pelos machos (Noonan, 1983). Dentre
elas podemos citar a coloragdo, o tamanho, exibicbes de corte, ornamentos
nupciais, qualidade do territorio e feromdnios (Ahnsesio et al, 2008). Essas sao
informagdes que atraem as fémeas e, se forem geneticamente herdaveis,
podem aumentar a eficiéncia reprodutiva da espécie (Hamilton e Zuk, 1989;

Johansson e Jones, 2007).

A escolha da fémea em peixes pode ser realizada por varios canais
sensoriais, como comunicacgao visual, quimica, elétrica e sonora (Gongalves-
de-Freitas et al., 2009).A comunicagdo quimica € uma via importante para a
reproducao das espécies (Agosta, 1992; Penn, 1998) e os ciclideos dependem
desses sinais para atrair seus parceiros (Stacey, 2003; Castro, 2009). Os
ferombnios sao definidos como substancias emitidas por um individuo e
recebidas por outro da mesma espécie, que tem como resultado uma reagao
especifica, como por exemplo, um comportamento (Karlson e Luscher, 1959).
Eles estao relacionados a varios aspectos do comportamento de peixes, como
formacgao de territério, de cardumes, reproducéo (Solomon, 1977; Rantala et al,
2002) e estado nutricional (Fisher e Rosenthal, 2006; Giaquinto et al., 2010).

Os sinais quimicos emitidos por machos podem também advertir sobre a
qualidade da genética ou saude dos possiveis parceiros (Coblentz, 1976).
Hamilton e Zuk (1982) propdem que fémeas preferem acasalar com machos
que apresentam um “display” sexual chamativo, 0 que sugere que sdo mais
saudaveis e mais resistentes a parasitas. Kavaliers et al. (2003) demonstrou
que fémeas de camundongos sédo capazes de reconhecer, pelo odor da urina,
a presenca de parasitas em machos da mesma espécie, selecionando

preferencialmente machos sem parasitas.

A presenca de doengas tem efeito direto na fecundidade, fertilidade, no
crescimento e na mortalidade dos peixes (Charnov, 2001). E isso poderia de
alguma maneira, influenciar na escolha de parceiros através de pistas
quimicas. Assim, nesse estudo testamos se fémeas de tilapia-do-Nilo
conseguem perceber, através de pistas quimicas, a presenga de patégenos em

machos. Segundo Penn (1998) as fémeas que evitariam machos infectados,



reduziriam as chances de adquirir as doencas, o que alcancaria maior

investimento parental e ainda elevaria a resisténcia da prole a parasitas.

A tilapia-do-Nilo € um bom modelo experimental para testar tal objetivo,
pois possui hierarquia de dominancia, na qual machos dominantes defendem
territorio, constroem ninho, cortejam as fémeas e apresentam maiores chances
de acesso ao acasalamento pela fémea (Gongalves-de-Freitas e Nishida,
1998). A poliginia € o sistema de acasalamento predominante, por isso é
esperado que a fémea escolha caracteristicas fenotipicas que indiquem a

aptidao reprodutiva do macho.

Para testar tal paradigma de escolha de fémeas em relagdo a machos
saudaveis ou infectados, o patogeno utilizado foi a bactéria Aeromonas
hydrophila, que é considerada um dos principais patégenos em peixes de agua
doce (Noga, 2000), causando perdas consideraveis em pisciculturas. Estao
presentes naturalmente em ecossistemas aquaticos, tropicais e temperados,
fazem parte da microbiota da agua de rios e tanques, o que pode aumentar seu
potencial patogénico quando as condigbes fisicas e quimicas do ambiente

estiverem alteradas (Walters e Plumb, 1980; Camus et al., 1998).

Material e Métodos:

1. Condicdes Gerais:

Juvenis de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus, provenientes de
piscicultura, foram aclimatados emtanques de 500 L; 6 peixes/L antes dos
procedimentos experimentais. A temperatura (28-30o0 C) e o fotoperiodo
(12C:12E) se mantiveram constantes. Os tanques estavam providos com
aeragao continua, com biofiltros e com tubos de PVC usados como tocas pelos
animais. Os peixes foram alimentados uma vez ao dia (ragdo comercial para
peixes) com ragao a vontade e o tanque foi sifonado diariamente para remogéao
de restos de alimento e fezes. Os niveis de nitrito e amdnia eram mantidos
abaixo de 0,05 mg/L e 0,5 mg/L, respectivamente, para manutencdo da

qualidade da agua.



2. Delineamento:

As fémeas foram testadas individualmente em testes de escolha em
relacdo a dois machos, sendo um macho infectado e um macho sadio. Para
isso, cada uma das fémeas recebeu agua de dois aquarios doadores, nos
quais um macho sadio e um infectado por patégeno Aeromonas hydrophila

para induzir uma infecgdo no peixe.

3. Procedimentos Especificos:

Isolamos 32 machos (26,1 £ 5,5 g; 10,1 £ 2,3 cm) e 16 fémeas (26,5 +
4,7 g; 9,7 £ 1,6 cm) em aquarios individuais (40 x 20 x 25 cm). Ap6s 24 h de
aclimatacdo foi injetado, intraperitonealmente, em metade dos machos,
concentragbes bacterianas vivas e, na outra metade, a solugdo salina,
retornando-os, em seguida, em seus respectivos aquarios. Passados 3 dias
para a manifestacdo da infecgao (Barbuio, 2013), as fémeas foram submetidas
ao teste de escolha. Os mesmos procedimentos foram feitos com 45 machos

(29,5 +9,4 g; 10,2 £ 0,9 cm), como forma de controle.

3.1. Teste de Escolha:

O teste de escolha foi realizado por meio de dois aquarios doadores e
um aquario receptor (delineado para a escolha da fémea em relagdo aos
estimulos quimicos dos machos) (Figura 1), dos quais, os aquarios doadores
levam agua para o aquario receptor. Os aquarios doadores estavam dispostos
acima do aquario teste e neles permaneceram os machos, sendo um sadio e o
outro infectado. O sistema de transferéncia de agua consistia em capilares de
silicone de 2.5 mm de diametro, que partiam da lateral dos aquarios doadores
até a parte de baixo do aquario teste. Uma valvula foi acoplada em cada tubo,
0 que permitia o controle do fluxo em 6 ml/min. Um teste realizado com corante
mostrou que a agua demorava 10 min para chegar ao compartimento central

do aquario receptor. Os testes de escolha ocorreram em 7 aquarios de 60 x 60



x 30 cm, divididos verticalmente em trés partes iguais por duas placas acrilicas

opacas.
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Figura 1: Teste de escolha (sistema de transferéncia de agua). Caveira — macho infectado

pelo patdégeno Aeromonas hydrophila.

Em um primeiro momento, a fémea se encontrava no compartimento
central, o qual permaneceu fechado por 30 minutos. Apds os primeiros 15
minutos, o sistema de transferéncia de agua nos aquarios doadores foi aberto e
a agua desses aquarios era enviada para o aquario receptor pela gravidade.
Passados os 10 minutos restantes, que sao suficientes para que a agua dos
aquarios doadores se espalhe pelos compartimentos laterais do aquario
receptor, as placas de acrilico foram retiradas e o comportamento da fémea foi
filmado por 10 minutos, sendo que os primeiros 5 minutos foram descartados
para evitar possiveis registros de alteragcbes comportamentais referentes a

presenca dos experimentadores na sala.

Os testes foram filmados e a partir das filmagens foram analisadas trés
variaveis: (1) laténcia, tempo para o primeiro movimento apos o inicio do fluxo
de agua, (2) numero de compartimentos visitados primeiramente (3) tempo total
gasto em cada compartimento. Aqueles que nao responderem em até 300

segundos foram descartados das analises.

3.3. Preparo do In6culo:



Utilizamos a bactéria Aeromonas hydrophila, cepa A114, isolada de
Pintado (Pseudoplatystoma sp.). A cepa foi semeada em placa de Petri
contendo meio de cultura TSA. Depois uma col6nia da bactéria foi semeada no
meio de cultura caldo BHI (BrainHeart Infusion) e incubada a 28° C por 18
horas. Apds seu crescimento, a cultura foi diluida em série até a diluigdo 108
UFC/mL de acordo com a escala de Macfarland, e por fim foi semeada em TSA
para contagem total de unidades formadoras de colénia (UFC) do inéculo para

confirmacgao da concentracao.

3.3. Inoculacéo do Patdgeno:

Para a infecgdo com a bactéria, foi inoculada intraperitonealmente nos
machos, 0,5 yL de uma concentragdo bacteriana de 108 UFC (unidades
formadoras de colbnias) diluida em solugao salina estéril. Essa concentragao &
suficiente para que ocorra a infeccdo e aparecimento dos sinais clinicos
(Oliveira et al., 2013). Como controle, na outra metade dos machos foi injetada
solugado salina pura (0.65%). Os animais submetidos a inoculagdo eram
previamente anestesiados com uma solucdo de benzocaina a uma

concentracéo de 80 mg/L.

4. Andlise dos dados:

Para determinarmos o melhor teste estatistico para usarmos, realizamos o
teste Shapiro—Wilk para testar a normalidade e Fmax para homocedasticidade.
Os valores de laténcia apresentaram dados ndao normais, portanto o teste
escolhido foi o teste de Mann-Whitney. Dados ndao normais foram encontrados
no tempo de associagdo, dessa forma, aplicamos o teste de Mann-Whitney.
Para o posicionamento das fémeas nos primeiros 5 segundos, utilizamos o

teste de proporgao de Goodman. Sempre consideramos a=0,05.

Resultados:



Os peixes infectados com Aeromonas hydrophila apresentaram perda de
apetite e apatia como sinais clinicos, apés 48 horas da inoculagdo. Ja os

peixes inoculados com solugdo salina ndo apresentaram sinais clinicos.

Dentre as 16 fémeas, 81,25% (n=13) das fémeas Vvisitaram
primeiramente o compartimento com odor de machos nao infectados e, 18,75%
(n=3) de infectados (figura 2). Além disso, houve diferenga estatistica na
laténcia das fémeas para visitar os compartimentos de odor de machos né&o
infectados e infectados (p=0,007) (figura 3). Em média as fémeas passaram
376,25 segundos no compartimento de machos infectados, ao passo que em
média 279,25 segundos foram passados no compartimento com machos
saudaveis (p=0,085) (figura 4).

Machos foram testados como controle. Dos 15 machos, 47%(n=7)
visitaram primeiramente o compartimento com odor de machos saudaveis,
enquanto 53% (n=8) estiveram primeiramente no compartimento de machos
infectados (figura 5). Também n&o encontramos diferenca significativa entre as
laténcias (figura 6). A respeito do tempo de associagao, em média os machos
passaram 242,06 segundos no compartimento de machos saudaveis, ao passo
que os outros permaneceram 196,81 segundos no compartimento com odor de

machos infectados (p=0,44) (figura 7).
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Figura 2: Primeiros compartimentos visitados: numero de fémeas que visitaram primeiro um

dos compartimentos com odores de machos infectados e de n&o infectados.
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Figura 3: Laténcia: tempo (s) que a fémea levou para visitar o primeiro compartimento.
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Figura 4: Média do tempo total das fémeas. Ndo houve diferenca significativa entre os
tempos totais das fémeas nos compartimentos com odor de machos infectados e néao

infectados.
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um dos compartimentos com odores de machos infectados e de nao infectados.
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Figura 6: Laténcia: tempo (s) que o macho levou para visitar o primeiro compartimento.
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Figura 7: Média do tempo total dos machos. Nao houve diferenga significativa entre os
tempos totais dos machos nos compartimentos com odor de machos infectados e nao

infectados.

Discussao:

Nossos resultados mostram que as fémeas s&o inicialmente mais
atraidas por machos saudaveis, porém esta escolha ndo se mantem constante,
sugerindo que a pista quimica nao foi suficiente para que a fémea perceba
evite o macho infectado. Um aspecto falho, que deixamos de levar em
consideracao € a maturidade sexual e receptibilidade das fémeas. Em geral, as
fémeas atingem a maturidade sexual com aproximadamente 40g (Turra et al,
2010), enquanto que nesse experimento foram utilizadas fémeas com uma
meédia de 26g de massa. Um estudo com tartarugas de agua doce mostrou
que, fora da época de acasalamento, os machos e as fémeas evitam a agua
que contém sinais quimicos de membros da mesma espécie do sexo oposto
(Munoz, 2004), o que poderia justificar a nao diferenga significativa dos nossos
dados.

Em relacdo a escolha dos machos, testados aqui como controles, estes
nao demonstraram nenhum sinal de reconhecimento do coespecifico infectado.
Como machos e fémeas apresentaram diferencas na atratividade inicial, na

qual fémeas conseguiram evitar machos infectados e os machos nao foram



capazes de evitar seus coespecificos doentes, podemos inferir que essa € uma
caracteristica ligada ao sexo. Isso porque, as fémeas quem escolhem, devido
ao seu investimento parental maior (Trivers, 1974). Além disso, a sensibilidade
das fémeas na deteccéo olfatéria tem sido estudada e se mostra superior a dos

machos no caso de mamiferos (Brand e Millot, 2001).

As fémeas analisadas visitaram os dois compartimentos, o que nos leva
a acreditar que elas sao capazes de perceber os odores de ambos os machos.
Além disso, grande parte das fémeas visitou primeiramente e com menor
laténcia o compartimento com odor de machos saudaveis. Isso nos mostra que,
de alguma forma, o odor pode ser alterado pela infecgéo, tornando os machos
saudaveis mais atrativos inicialmente. O estudo de Kavaliers e Colwell (1995)
com roedores, demostrou que fémeas passaram menos tempo analisando
odores de camundongos machos infectados por patdégeno do que néo
infectados. As aves escolhem preferencialmente aqueles parceiros livres de
patdbgenos ou que sejam resistentes a eles (Hamilton e Zuk, 1982). E em um
estudo com lagartos, mostrou que machos saudaveis provocaram mais
movimentos da lingua (um comportamento quimiossensorial) por fémeas,
sugerindo que estes odores eram mais atraentes, uma vez que, as secregdes
femorais poderiam fornecer informagdes fiaveis sobre a carga parasitaria e o

estado de saude do macho (Martin et al., 2007).

A escolha em peixes, pode envolver multiplas pistas, como a visual e a
quimica (Candolin, 2003). Em grande parte dos peixes a comunicagao visual
possui grande importancia na decisdo de escolha (Castro, 2009) uma vez que,
ao perceberem sinais visuais de infecgdo sao capazes de evitar coespecificos
(Hamilton e Zuk, 1982). Como a tilapia-do-Nilo € uma espécie diurna, os sinais
visuais devem predominar, possuindo maior importancia na identificacido de
sinais clinicos. Além disso, um estudo com lagostas mostrou que os sinais
quimicos provenientes de coespecificos mortos ou com sinais clinicos
evidentes, afastavam os membros da mesma espécie, no entanto, nido foi
evidenciado o mesmo comportamento de maneira significativa quando os
coespecificos apresentavam infec¢ao subclinica (Candia-Zulbaran et al, 2015).

Isso sugere que os sintomas clinicos apresentados podem n&o ter sido



suficientes para a emissao de substancias quimicas a partir do patégeno para a

evitagdo das fémeas.

Conclusao:

Concluimos que as pistas quimicas nao sao suficientes para que fémeas
evitem parceiros infectados por patégeno em tilapia-do-Nilo, apesar de
inicialmente optar por machos saudaveis. No entanto, deixamos de levar em
consideragao a maturidade sexual e receptibilidade das fémeas. Além disso, a
comunicacgao visual pode ter papel complementar no processo de escolha, em

relagédo aos sinais clinicos relacionados as doengas.
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