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“Real respect for animals will come
when we see them as sentient beings in
their own right, with their own views
and opinions, their own likes and
dislikes. The animal voice should be
heard.”

Marian Stamp Dawkins

(2006, Appl Anim Behav Sci 100:4-10)



Freitas, RHA. 2011. Avaliagdo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencéo de condigdes de preferéncia.

AGRADECIMENTOS:

» Ao meu Grande Amigo e Orientador, Gilson, pela confianga depositada desde o
inicio, orientacdo neste e em outros trabalhos, conselhos e ensinamentos profissionais e de
vida, enfim, um Grande Mestre, obrigado por tudo;

> A minha maravilhosa esposa Karina, que sem ela isso ndo seria possivel. Obrigado
por me agientar e principalmente por me dar o suporte e ajuda necessaria para tornar isso
real. Obrigado também por viver este trabalho e me ajudar como autora em grande parte. Te
amo de mais!!! Vocé além de esposa mostrou-se uma 6tima mae nestes Gltimos dois anos.

> A minha mais Nova Motivagéo de Viver, Pamela!!! Vocé ainda ndo faz idéia o quanto
me ajudou, mas um dia entendera e talvez logo, pois aprende muito rapido as coisas. Te amo
minha Pequena!!!

» Aos meus Pais, grandes incentivadores. VVocés sdo mais que especiais, sdo mais do
que qualquer filho pode sonhar. VVocés sempre estdo ao meu lado, me apoiando em tudo,
dando ndo s6 o suporte, mas toda a fundacdo e acabamento necessario. Espero um dia poder
ser tdo especial para a minha filha, quanto vocés sdo para mim. Amo muito voces.

» Ao meu Irmdozdo, Fé e sua Pequena Escudeira, Ma. Vocés sdo demais, mesmo de
longe levantam o astral de qualquer um. Obrigado queridos. Embora poucas as vezes que nos
Vemos, a energia que vocés transmitem me revigora para seguir em frente;

> A minha Familia de Avaré: Adel, Angela, Carol, Alan, Tati, César, Carmem e Isa, que
dia a dia me apoGiam e ajudam nessa empreitada do viver. Obrigado por tudo, pois sempre que
precisei mais proximo de alguma coisa, era com vocés que contava. Valeu mesmo.

» Ao meu sempre companheiro Blaze, que dispensa qualquer comentario.

» Ao Prof. Dr. Adalberto Luis Val, Prof. Dr. Rodrigo Egydio Barreto, Profa. Dra.
Elisabeth Criscuolo Urbinati, Prof. Dr. Leonardo José Gil Barcellos, Profa. Dra. Percilia
Cardoso Giaquinto, Profa. Dra. Eliane Gongalves-de-Freitas, Profa. Dra. Marisa Fernandes de
Castilho, Prof. Dr. Helton Carlos Delicio que aceitaram contribuir com este trabalho e com a
minha formagdo em um importantissimo passo da minha carreira. Meus sinceros
agradecimentos;

» Ao Prof. Dr. Hoshino por inimeras li¢cbes de vida, discussdes de idéias, incentivos,
confianca, ajuda no curso de Fisiologia Comparada que ministrei e da parceria no
desenvolvimento dos projetos com os alunos em Fisiologia. Foi incrivel!!! Obrigado.

» Ao Prof. Dr. Carldo e Profa. Dra. Inés Fonseca pela grande ajuda, discussédo de teorias

e ensinamentos na parte estatistica;



Freitas, RHA. 2011. Avaliagdo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencéo de condigdes de preferéncia.

> A Sra. Coordenadora Profa. Dra. Maria Llcia Negreiros Fransozo pela sempre
disposicdo em ajudar e por lutar por essa Pos;

» Aos Professores Dr. Adilson Fransozo e Dr. Fabio Porto-Foresti pelo
companheirismo, dedicacéo e ajuda ndo s6 Comissao de Bolsas, mas também pela amizade;

» Aos incansaveis companheiros da Secdo de P6s Graduacgdo, Sérgio, Heri, L0, Davi e
Madalena pelas diversas ajudas;

» Aos funcionarios do Departamento de Fisiologia, em especial a Luciana, Tardivo,
Hélio e Juninho que ndo medem esforcos em poder ajudar. Mais uma vez, meu muito
obrigado;

» Aos amigos do Laboratorio, Grazi, Fer, Carolzinha, Carol, Danielle, Daniela, Dyeno,
Helen, Lara, Ligia, Viviane, Vivian, Zé, Nana, Thais, Nilo, Balboa, Rodrigo, Mdnica,
Karollen, pelo apoio, ensinamentos, ombro amigo, discussdo de idéias, ajuda nos manuscritos
e partes laboratoriais e etc.

» Aos Amigos de Republica Biotereré pela irmandade de sempre;

> Ao0s Amigos da Pds, em especial ao Guilherme, Babalu, Domingos, Marcio, Pedro,
Konrado e Igor pela amizade e ajuda diversa;

> Aos Professores, Pesquisadores e Funcionarios da UNESP de Bauru e Sdo Vicente
que me receberam de portas abertas e contribuiram de uma forma ou de outra, ndo sé neste
trabalho, mas também na minha formagé&o;

» A todos os meus alunos que me incentivam ainda mais para continuar lecionando e
pesquisando. Vocés sdo o meu maior “feedback”!!! Obrigado;

> A todos aqueles que dedicam esforcos para contribuir com o bem-estar animal, seja

cientificamente ou da maneira mais pura e instintiva dos atos;

SUPORTE:

Laboratdrio de Fisiologia e
Comportamento Animal




Freitas, RHA. 2011. Avaliagdo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencéo de condigdes de preferéncia.

SUMARIO:
RESUMO GERAL ... .ottt ettt sttt e s te st s enesneneas viii
INTRODUGAO GERAL ..ottt 1
OBUIETIVOS ...ttt ettt et e b e e et e e et e e et e e e sabe e e anbeeenreeenseeeanreneas 3
GERALL .ttt e et e e br e e e e et reeanes 3
ESPECIFICOS ...ttt ettt ettt s st en st s e 3
MATERIAL E METODOS GERAL ........ouiieveeeeeeeeeeeess s sees st ses s esnes s 4
ANIMAIS E MANUTENGAO. .....c.coiviieeeieeeeeeee s esss s ssnes s esnes s s 4
ESQUEMA GERAL DA TESE.......ci ittt 4
Estudo 1: Andlise de preferéncias (Capitulos 12 3) .....ccccveviiiiiiciiiicse e 5
Estudo 2: Esforgo x Preferéncia (Capitulo 4) .......coooovviieii i 5
Estudo 3: Efeito aditivo de recursos no esforco investido e comparativo com alimento
(02T o101 [ 1<) ISP 6
o 1 [ NSRS 6
CAPITULDO Lottt 7
IO 101 (0o [0 Tox Uo OSSPSR 8
2. MaALerial € IMELOUOS ......vevverieieie ettt sttt e e e et e sbesbenrearaereaneeneens 9
2.1, DEIINEAMENTO ...ttt sttt e et et e b e eneesbeeteeneesbeeneeaneenreas 9
2.2. Procedimentos eSPECITICOS .....iviieiiiiiiie et 10
2.3. Registro € analise de dados..........cccveiiieieieieie e 10
3 RESUITATOS ... ettt b ettt st et ne e b b e enes 11
4. DISCUSSAOD ..vvveteesteeseesteasteaseesteeteaseesbeestesseesseesseeseesbeeseeabe e beesbeebeenbeaseeabeenbeaneenbeeeeaneeereenbe e 14
CAPITULO 2.ttt n sttt s sttt st se e 18
I 101 (0o [0 Tox Lo TSRO P RS 19
2. MaAterial € IMELOUOS .......euverieieiie ittt et bbb be e re s s 20
2.1, DEIINEAMENTO ...ttt bbbttt ettt nb e s 20
2.2. Procediment0s €SPECITICOS ....cuiiiiiiiii et 21
2.3. Registro € analise de dados ..........cocuieiiiiiiieiie s 22
T TS0 | 7= To (01T 23
4. DISCUSSAD ..vrvveteeeeeseesteesteaseesteeseaseesseesseaseesseaseeaseesseaseeaseesseassesseesseaneeaseenseaneesseeseaneenseensens 25
CAPITULOD 3l 28
I [ 10T [F o= Lo USSP TSP PP TP PP URUPOPRPIN 29
2. MaAterial € IMELOUOS ......eevveieieiesie ettt ettt stesbenbesreereenee s 30

Vi



Freitas, RHA. 2011. Avaliagdo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencéo de condigdes de preferéncia.

2.1, DEIINEAMENTO ...ttt bbbttt bbbt n e e 30
2.2. Procediment0s €SPECITICOS ....cuiiiiiieiie e 31
2.3. ReQistro € analise de dados ..........cccveueiieiieie i 33

3L RESUITAUODS ...t bbbttt bbbttt 33
4. DISCUSSED ..vvevventeste sttt sttt ettt bbbt bbbt b et et et e bbbt bt bt e st e st e et e b st bbb e e n e ne s 38
CAPITULDO 4ottt 42
I 101 (0o [0 Tox Lo TR PRTPRT 43
2. Material € IMELOUOS .......ovverieieiie ettt b et bbb be e reene s 44
p I (o T=] 111 1=T ] (o 0 RSP RPPPRP 44
2.1.1. DEIHNEAMENTO ...ttt ettt sb ettt nn e be e e 44
2.1.2. PrOCEAIMENTOS . ....cueeiieee sttt sttt b et b et eneesbe e b e 47
2.1.3. ANALISE ESLALISTICA. .. cvvevveieieiieciesic et 48

2.2. EXPEIIMENTO 2. ..ottt sttt et be et e be e teeseesbeebeeneesreennennes 49
2.2.1. DEINEAMENTO ...eveiiieiieie ettt bbb e r e nees 49
2.2.2. PrOCEAIMENTOS ...ttt sttt ettt st bbbt ne e 50
2.2.3. ANALISE BSTALISTICA. .. ..vevveiieve et 50

3. RESUITAUOS ...t et sttt ettt e st st e sb e e nbeaneenre e neeeneennes 50
T I o 1= 111 1=T 1 o I USRS 50
I o d o 1<) 101 1=] 01 0 1SRRI 57

I ol § L7 T LTSRS 58
CAPITULOD 5l 62
I 101 (0o (0o Lo PSPPSR 63
2. MaALerial € IMELOUOS .......euveieieie ettt et e e ne et nbeere e areenee s 64
2.1, DEIINEAMENTO ...ttt ettt b et nr e e s 64
2.2. PrOCEAIMENTOS. ... ettt et b et b et e b b e bt e e et e et enes 65
2.3, ANALISE BSTALISTICA. ....vveveeeieiieie et 67

3. RESUITAUODS ...ttt bbbttt et bbbt nes 67
3.1. Hipoteses (i - aumento do esforco com aumento do nimero de recursos) e (ii - esforco
para obter alimento é maior do que para obter recurso(s) ndo alimentar(es)) ...........cccco.... 67
3.2. Hipotese (iii - aumento de jejum aumenta a motivacdo para obter alimento) .............. 73

4. DISCUSSAOD ..vtvveveeseeaseesteesteaseesteesseaseesseessesseesseaseeaseesseasseaseeseasseaseesseaneeaseenseaneenseeseaseenseensenns 75
CONCLUSOES GERAIS ..ottt sttt 78
REFERENCIAS. ..ottt sttt 79

vii



Freitas, RHA. 2011. Avaliagéo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforco para obtencdo de condigdes de preferéncia.

RESUMO GERAL

Inicialmente investigamos condicdes de preferéncia dos peixes em relagdo a granulometria
de sedimento de rio, coloracdo ambiental e intensidade de luz na cor ambiental preferida.
Posteriormente, avaliamos a tese central de que o esforgo que o peixe realiza para atingir
determinado objetivo € um indicador da relevancia do mesmo (condigéo a ser atingida) para
melhorar seu bem-estar. Assim, determinamos uma forma de se impingir esforgo ao animal
para que obtenha a condicdo de sua preferéncia. Avaliamos a preferéncia por meio da
frequéncia de visita em compartimentos contendo diferentes condi¢Ges da varidvel testada.
Concluimos que a preferéncia pela granulometria do sedimento para visitar esta relacionada
com a amplitude bucal do individuo. Além disso, a preferéncia pode ser dependente da
motivacdo para se reproduzir ou alimentar-se. A tilapia mostrou preferéncia pela cor
ambiental amarela e, nessa cor, prefere intensidades abaixo de 200 lux de maneira
consistente e independente do periodo. Abaixo disso s6 apresenta preferéncia no periodo da
manhd, sendo essa de ~ 80 lux. Sugerimos que a tomada de decisdo por todas essas variaveis
seja mais expressiva pela manhd. Posteriormente, mensuramos o esforco a partir da
intensidade de togue na porta de acesso a um recurso preferencial quando essa era bloqueada
e da laténcia do primeiro toque nessa porta. Os peixes realizam esforco diferenciado para
conseguir determinado recurso, sugerindo que quanto maior o esforco mais relevante é o
recurso para seu bem-estar. A tilapia escolhe toca ao invés de sedimento ou cor ambiental
amarela quando sdo apresentados concomitantemente, mas tem maior motivacao (realizam
maior esforco) para alcangar o sedimento. Portanto, tambem fica claro que o emprego dessas
duas metodologias (escolha e esforco) deve ser levado em consideragdo para avaliar o
enriquecimento ambiental oferecido, o que pode melhorar ainda mais as condic¢des de bem-
estar. O sedimento parece ser 0 recurso mais importante em relagcdo a toca e cor ambiental
amarela. A motivacdo para obter somente o sedimento ou em associa¢cdo com 0S outros
recursos foi igual a obtencdo de alimento, sugerindo que sedimento seja tdo importante
quanto alimentar-se. O estado interno da tilapia parece ser diferente entre o jejum de 48 h e
24 h, pois o esfor¢o que a tilapia “paga” para obter alimento em jejum de 48 h ¢ maior que
em 24 h, porém a laténcia para obter o alimento é igual. Oferecer recursos para 0s peixes
pode melhorar as condi¢fes de bem-estar, uma vez que tém motivagdo para obté-los, mas
sugerimos que sejam utilizados com parcimonia, pois quantidade ndo significa qualidade e

outros parametros podem ser comprometidos ao se oferecer um recurso.

viil
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INTRODUCAO GERAL

Dentre os varios problemas enfrentados na producdo de peixes, mais recentemente
tém adentrado na piscicultura as preocupacfes sobre o bem-estar desses animais. O bem-
estar animal é uma preocupacdo antiga, ja existente desde a Renascenca (Jennings, 1998),
mas que perdeu for¢ca com o advento do Behaviorismo desde o inicio do século passado,
onde se concebia o animal como um ser autdmato, destituido de emocdes (Dawkins, 2006).
O interesse pelo bem-estar animal foi reativado apds a publicagdo do livro “Animal
Machine” de Ruth Harrison, em 1964. Atualmente, diversos trabalhos tém sugerido emocao
em animais ndo humanos (e.g. Jennings, 1998; Lehman, 1998), o que traz a tona a discussao
sobre 0 quanto esses animais sdo capazes de terem consciéncia tanto do seu proprio
sofrimento como do seu conforto (capacidade chamada de senciéncia), ou seja, envolve bem-

estar.

As preocupagdes com o bem-estar tém sido direcionadas geralmente para espécies
com alto nivel de cognicdo e habilidade associada para experimentar dor e sofrimento
(Conte, 2004). Assim, no caso dos peixes, a polémica ficou despercebida devido a
dificuldade em se mostrar que esses animais sentem dor. Nesse aspecto, alguns trabalhos
procuraram mostrar argumentos ldgicos de que esses seres podiam sofrer (e.g. Balon, 2000;
Volpato, 2000). No entanto, o trabalho de Rose (2002) se propds a mostrar de forma
conclusiva que ndo ha substratos neurofisiologicos que justifiquem que os peixes sintam dor.
Esse trabalho causou grande polémica e foi imediatamente atacado por praticamente toda a
literatura da area e contribuiu impulsionando uma série de estudos que mostram que 0s
peixes sd0 criaturas sencientes (que percebem ao menos emocgdes como dor, fome, medo,
entre outras similares). Parte importante desses estudos foi desenvolvida por Sneddon (2002,
2003a, b) e Sneddon et al. (2003), mostrando as bases fisioldgicas e neuroanatdbmicas que
nos auxiliam a considerar 0os peixes como seres sencientes. Mais que isso, num estudo
interessantissimo, Sneddon (2003b) mostra que quando coloca acido (um agente
comprovadamente indutor de dor em mamiferos) nos labios de trutas, elas exibem
comportamentos de raspar a boca no sedimento e ficam agitadissimas. Porém, com
engenhosidade, mostra que a truta ndo reage assim (ao contrario, permanece inerte) quando
antes do acido elas recebem injecdo de morfina. Ou seja, a morfina bloqueou essa resposta.
Como a morfina age em receptores importantes na media¢do enddgena da dor, é provavel

que esses peixes possuam receptores para dor e tenham emocdo sobre a mesma.
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Posteriormente alguns trabalhos de revisdo contribuiram muito na demonstracdo de dor e
senciéncia em peixes (e.g. Chadroo et al., 2004; Conte, 2004; Duncan, 2006; Huntingford et
al., 2006), embora controvérsias posteriores tenham sido publicadas (Arlinghaus et al., 2007,
2009).

No passado houve tendéncias em se considerar o bem-estar como oposto ao estado de
estresse como enfoca o trabalho de revisdo de Duncan (2006). Tal abordagem, no entanto,
néo foi aceita amplamente porque ndo é adequada a definicdo de um processo em termos da
auséncia de outro. Volpato et al. (2007) mostram que o estado de estresse é facilmente
caracterizado, pois implica, em Gltima instancia, em um conjunto de respostas a uma pressao
ambiental que demanda energia (que é conseguida com o estresse fisioldgico). No caso do
bem-estar, no entanto, esses autores argumentam que ndo ha uma situacdo metabolica tdo
definida. O animal pode estar em bem-estar em condi¢cGes de desafio ou ndo. Assim,
concluem que, no caso do estado de bem-estar, ndo deve haver um elemento definido
passivel de selecdo natural. Segundo esses autores, isso explica porque ndo conseguimos
encontrar um eixo caracteristico para o estado de bem-estar, ao contrario do que evoluiu no

estado do estresse nos vertebrados.

Frente a essa dificuldade, revisbes recentes por Dawkins (2006), Duncan (2006) e
Volpato et al. (2007) enfatizam a necessidade de se conhecer as preferéncias dos animais na
questdo do bem-estar. Testes de preferéncia vém sendo utilizados ha décadas, sendo os
primeiros da década de 70 conduzidos por BO Hughes e MS Dawkins (Duncan, 2006),
embora ndo necessariamente enfatizando o bem-estar animal (Brydges & Braithwaite, 2008).
O estado de bem-estar depende de como o animal percebe 0 ambiente em que esta e a
natureza de suas respostas depende da avaliacdo cognitiva frente as condi¢cbes ambientais
(Veissier & Boissy, 2007), ou seja, resulta em suas preferéncias. Volpato et al. (2007)
detalham os pressupostos l6gicos e metodoldgicos para se considerar 0 bem-estar em peixes
a partir das preferéncias dos peixes e definem o estado interno de bem-estar como aquele que
o animal apresenta quando esta em uma condi¢do na qual optou livremente por estar. Assim,

aqui enfocamos a abordagem da preferéncia para o entendimento do bem-estar dos animais.

Uma questdo emergente dessa probleméatica é o conhecimento do quanto uma
situacdo é boa para o animal. Segundo Duncan (2006), enquanto muitos estudos tém
enfatizado a diferenca entre estados de sofrimento e estados de bem-estar, pouco tem sido

feito para se entender as diferengas no estado de bem-estar. Nessa linha, trabalhos atuais
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usam o esforco do animal para conseguir determinado objetivo como indicador da
importancia desse para o animal, porém somente no presente ano foi publicado estudo desse
género com peixes (Galhardo et al., 2011). Portanto, também avaliamos a tese central de que
o esfor¢o realizado pelos peixes para conseguir determinada condigdo é um indicador da sua
motivacdo para essa condicdo. Com isso, pressupomos que o esforco seja proporcional a

relevancia da condi¢éo para o animal, podendo ser um indicador de bem-estar.

A presente investigacdo necessitou do desenvolvimento de etapas prévias a avaliagdo
da tese principal, de forma a melhor subsidiar as condutas experimentais. Assim,
inicialmente foram definidos parametros de preferéncia para trés recursos: tipo de sedimento,
coloragdo ambiental e intensidade luminosa na cor ambiental preferida. Uma vez definidas
essas preferéncias para cada um desses recursos, a tese central proposta foi avaliada. Assim,
inicialmente elucidamos qual desses recursos € o0 mais importante para o animal, por meio do
esforco despendido para obté-los. Comparamos o0s resultados dessa metodologia de esfor¢o
com a dos testes de preferéncia/escolha. Posteriormente, avaliamos se o esfor¢o (motivacao)
do animal aumentava @ medida que aumentava o nimero de recursos, 0 que era um corolario
necessario para a tese proposta. Além disso, comparamos essa motivagdo para obter esses

recursos com a motivacao para alcangar alimento, recurso primordial para a sobrevivéncia.

OBJETIVOS

GERAL

Avaliar a tese de que o esfor¢o dos peixes para conseguir um objetivo é um indicador
da motivacdo proporcional a relevancia da condicdo para o animal, podendo ser um

indicador de bem-estar.

ESPECIFICOS

» Determinar a preferéncia da tilapia-do-Nilo em relacdo a granulometria preferencial
de sedimento de rio, coloracdo ambiental e intensidade de luz na cor ambiental

preferida;
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> Auvaliar se existe efeito da hora do dia na escolha, preferéncia e tomada de deciséo
em relacdo a esses itens supracitados;

» Determinar uma metodologia adequada para medir a motivacdo do peixe para obter
determinado objetivo;

» Com a metodologia determinada no objetivo anterior, comparar o esforco realizado
pelo peixe para obter um recurso preferencial em relacdo a obtencdo de um recurso
primério (alimento);

> Analisar se a somatoria de itens de recursos preferenciais aumentaria o esforgo

despendido pelo animal.

MATERIAL E METODOS GERAL

ANIMAIS E MANUTENCAO

Utilizamos alevinos de tilapia-do-Nilo, Oreochromis niloticus (L., 1759), com
comprimento padrdo na faixa de 6 a 9 cm. Os peixes foram provenientes de sistema de
monocultivo e permaneceram em Biotério climatizado cerca de 30 dias antes do inicio dos
experimentos em tanques de 500 L com densidade maxima de 1 peixe/5 L (Capitulos 1 a 3) e

em tanques de 100 L com densidade maxima de 2 peixes/ 5 L (Capitulos 4 e 5).

A aeracdo foi constante, a qualidade da agua e a temperatura foram mantidas dentro
das condicBes ideais para a espécie. A fotofase foi ajustada para 12 h de claro (6:00 h as
18:00 h) e 12 h de escuro. A alimentacdo (Purina®, Campinas-SP) foi diaria em torno de 5%
da massa corporal de cada peixe oferecida uma Unica vez tanto no Biotério quanto durante 0s

experimentos.

ESQUEMA GERAL DA TESE

Inicialmente, investigamos itens de preferéncia da tilapia-do-Nilo em relacdo a
substrato, cor ambiental e intensidade luminosa na cor ambiental preferida (Estudo 1). A
partir disso, avaliamos o esfor¢o que esses animais despendem para obter 0S recursos

preferidos: cor ambiental na intensidade de luz preferida e substrato, além de tocas (Estudo
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2). Nessa etapa, contrastamos ainda a avaliacdo da preferéncia por meio da escolha entre cor,
substrato e toca com a preferéncia avaliada por meio do esfor¢o despendido para conseguir
esses recursos (Estudo 2). Complementando esse segundo estudo, avaliamos o efeito aditivo
(somatério de itens de preferéncia para atracdo) desses itens de preferéncia sobre o esforco
demandado pelo animal (Estudo 3). Esse esfor¢co foi também comparado com aquele
despendido pelo recurso alimentar, uma vez que é um recurso fundamental para a

sobrevivéncia (Estudo 3).

Estudo 1: Anélise de preferéncias (Capitulos 1 a 3)

Utilizamos testes de preferéncia nos quais 0s animais puderam escolher entre
condigBes potencialmente agradaveis e outras desagradaveis, de forma a indicar o bem-estar
desses individuos a partir da perspectiva do animal. A preferéncia foi inferida da maior
freqiéncia que o animal escolhe determinada condicdo. Também investigamos a
consisténcia da preferéncia em quatro dias consecutivos e nos periodos manha e tarde. Além
disso, avaliamos se existe efeito do periodo do dia na tomada de decisdo por algum recurso
preferencial. Os experimentos foram conduzidos independentemente para avaliar a
preferéncia para as seguintes variaveis: Granulometria preferencial de sedimento de rio
(Capitulo 1); Coloracdo ambiental (Capitulo 2) e Intensidade de luz na cor ambiental

preferida (Capitulo 3).

Estudo 2: Esforco x Preferéncia (Capitulo 4)

Analisamos o esforco motivacional para obter os recursos preferenciais testados
anteriormente (granulometria preferencial de sedimento e cor ambiental amarela) e toca. Tal
esforco foi avaliado através da intensidade de toques na porta que dava acesso a esses
recursos e na laténcia para deflagrar o primeiro toque. Avaliamos esse esforgo 48 h e 96 h
apos os peixes serem introduzidos nos aquarios. Além disso, toda essa analise foi realizada
tanto com o total de peixes, quanto restrita aos que apresentaram preferéncia 24 h antes de

cada avaliacdo do esfor¢o. Dessa maneira, pudemos ordenar 0s recursos por prioridade.
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Em outro experimento de escolha, comparamos essas duas metodologias: esforco e
escolha. A escolha, nesse caso, foi avaliada por meio da freqliéncia de visita nesses recursos

quando apresentados concomitantemente.

Estudo 3: Efeito aditivo de recursos no esforco investido e comparativo com alimento

(Capitulo 5)

Testamos se ha aumento do esfor¢co motivacional a medida que agrupamos 0s
recursos testados no Estudo 2. Assim, pudemos estabelecer o item de enriquecimento
prioritario para esses animais e responder a pergunta: o que € melhor, quantidade ou a
qualidade dos recursos? Também comparamos o esforco da tilapia despendido para obter
esses recursos (somados ou ndo) com o esforgo para conseguir alimento (recurso primario).
Além disso, analisamos se o esforco para obtencdo de alimento aumenta entre jejum de 24 e

48 h. A metodologia de avaliacdo desse esforco foi igual a do Estudo 2.

ETICA

Os estudos desenvolvidos nesta tese estdo de acordo com os preceitos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA; http://www.cobea.org.br) e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de

Biociéncias, UNESP, Botucatu, SP, Brasil (Protocolos # 55/08 e 56/08).
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CAPITULO 1:

Preferéncia por granulometria de sedimento

Resumo

Avaliamos a escolha da tilapia-do-Nilo (O. niloticus) por quatro diferentes granulometrias de
sedimento de rio ou substrato artificial. Quinze peixes foram isolados individualmente em
aquarios de vidro divididos em 5 compartimentos de areas equivalentes. Os peixes eram
capazes de escolher qualquer area devido a um corredor de comunicacdo entre 0s
compartimentos. Uma area continha substrato de PVC e as demais, sedimento de rio de
diferentes tamanhos (0,12; 0,57; 1,04 e 1,64 cm). Determinamos a freqiiéncia que 0s peixes
visitavam os diferentes sedimentos a cada 5 min em dois periodos de 2 h (manha e tarde) ao
longo de 4 dias. Os sedimentos que 0 peixe escavou nos quatro dias também foram
avaliados. As tilapias visitaram mais o sedimento de rio de 0,57 cm, e o de PVC foi 0 menos
visitado. No entanto, o sedimento de rio de 0,12 cm foi mais escavado que os outros. O
padrdo de escolha por sedimento foi consistente durante os 4 dias e ndo foi afetado pelo
periodo, indicando preferéncia ao invés de escolhas aleatdrias. A preferéncia dos peixes por
diferentes tamanhos de sedimento depende da motivacdo do peixe (forrageamento ou
reproducdo). Também existe consisténcia com a teoria do tamanho 6timo de presas, porque
eles escolheram o tamanho de sedimento de aproximadamente 60% da amplitude bucal.
Além disso, a proporcao de peixes decididos (que escolheu apenas um tipo de sedimento) foi

maior durante a manhd, sugerindo que a tomada de deciséo seja mais efetiva nesse periodo.
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1. Introducéo

A producdo de peixes esta sendo associada cada vez mais com as preocupacgdes de
bem-estar animal. Nesse contexto, € imperativo determinar se 0s peixes sdo mantidos em
condicdes de bem-estar. No entanto, tal determinacdo continua a ser controversa. Embora
alguns autores tenham inspecionado padrdes fisioldgicos para determinar os estados de bem-
estar, outros acreditam que os padrbes fisiologicos ndo necessariamente se relacionam
diretamente com o bem-estar e que a estratégia mais importante é entender o0 que 0s animais
querem (vide revisdes de Dawkins, 2006; Duncan, 2006; Volpato et al., 2007). Assim, testes
de escolha e preferéncia podem fornecer informagbes Uteis a respeito da manutencdo de
peixes em lagos, tanques ou aquarios. Um peixe estara em boas condi¢des se permanecer em
um ambiente se puder escolher livremente entre as condi¢fes (Volpato et al., 2007). Isso
desperta o problema de como se determinar as preferéncias dos peixes.

Um sedimento adequado pode aumentar o crescimento, producédo e sobrevivéncia da
tilapia-do-Nilo (Uddin et al., 2007), reproducéo da tilapia-de-Mocambique (Galhardo et al.,
2008, 2009) e sucesso reprodutivo de outra espécie de Cichlidae, Neolamprologus mondabu
(Takemon & Nakanishi, 1998). Visto que a tilapia faz ninhos para se reproduzir, cavando o
sedimento, o tipo disponivel desse sedimento provavelmente afeta esse comportamento.
Além disso, como os ciclideos carregam o sedimento com a propria boca, o0 tamanho desse
pode ser relevante. O peso do sedimento foi usado para inferir investimento reprodutivo em
tildpia-do-Nilo (Volpato et al., 2004).

Portanto, examinamos a preferéncia da tilapia-do-Nilo para sedimento de diferentes
tamanhos e um substrato artificial (PVC). Analisamos essa preferéncia no periodo da manha
e da tarde por motivos de consisténcia. O tamanho do sedimento escolhido foi de acordo
com a abertura da boca do peixe e do contexto comportamental de nidificagdo ou ndo. Este
estudo aumenta a base de conhecimentos de estudos de preferéncia que tém sido
considerados para as preocupacdes de bem-estar em peixes (Galhardo et al., 2008, 2009;
Mendonga et al., 2010). Além disso, a tilapia do Nilo é uma espécie mundialmente utilizada

para fins de aquicultura e de pesquisa.
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2. Material e Métodos

2.1. Delineamento

Avaliamos a preferéncia entre quatro diferentes granulometrias de sedimento de rio e
um substrato artificial de PVC. Testamos 15 espécimes isolados em cinco aquarios
experimentais, sendo trés peixes testados em cada um desses. Os aquarios dispunham de
compartimentos com esses sedimentos e um corredor que permitia a passagem do peixe para
qualquer um deles (Figura 1). Apds o tempo de aclimatacdo de 24 h, a escolha do peixe foi
observada pela manhd (9:00 h as 11:00 h) e pela tarde (15:00 h as 17:00 h) por 4 dias

consecutivos a cada 5 min.

-
A 5cm
20cm
I 60cm
B

| pvC | 1,04cm B

3 1,64cm

——12cm—
Figura 1: Foto em vista frontal (A) e esquema em vista superior (B) do aquario utilizado para
avaliar a preferéncia da tilapia-do-Nilo por granulometria de sedimento de rio e artificial.
Quatro diferentes sedimentos de rio e um artificial (PVC) foram dispostos aleatoriamente em
cada compartimento (e na extensdo do mesmo no corredor) para cada peixe.
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2.2. Procedimentos especificos

Quatro compartimentos tinham uma camada de 3 cm de um dos diferentes
sedimentos de rio. Uma amostra aleatoria do maior didmetro de 15 unidades de cada
sedimento de rio revelou as medias (+ desvio padrdo das médias - d.p.m.) desses que foram:
0,12 + 0,04 cm; 0,57 cm = 0,07; 1,04 = 0,16 cm; 1,64 £ 0,29 cm. Os tamanhos dos
sedimentos foram significativamente diferentes (ANOVA: F3s6 = 213.23; P < 0.001). Um
compartimento foi composto de uma placa de PVC, resultando na mesma altura dos
sedimentos ao longo dos compartimentos. Nos cinco aquarios utilizados, as posi¢cdes dos
sedimentos foram distribuidas de modo aleatorio para evitar interferéncia na distribuicdo

espacial dos testes de escolha, como recomendado por Volpato et al. (2007).

O comprimento padrdo (média £ d.p.m.) dos peixes foi de 7,1 + 0,7 cm. Aeragdo
continua foi disponibilizada no corredor de passagem na frente do compartimento central, e
foi retirada 20 min antes de cada periodo de observagdo. A aeragdo foi reposta as 17:00 h de
cada dia quando os peixes eram alimentados. A temperatura da agua foi registrada ap6s a
observacdo da manha as 11:00 h de cada dia, sendo de 22,9 + 0,5°C.

2.3. Registro e analise de dados

Detectamos os sedimentos que tinham sido escavados até o aparecimento do fundo
de vidro (Figura 2). Registramos a posi¢do dos peixes a partir do posicionamento de um dos
olhos do mesmo, aquele primariamente observado. Assim, anotamos a posi¢do de cada peixe
25 vezes durante cada periodo de cada dia, totalizando 375 posi¢des relativas dos 15 peixes.
Computamos as proporcdes de acordo com cada tipo de sedimento e as comparamos entre si
pelo Teste de Goodman (1965) dentro da multinomial (periodo). Também comparamos essas

proporcdes entre as multinomiais manha e tarde pelo Teste de Goodman (1964).
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Figura 2: Exemplo do sedimento de 0,12 cm considerado como
escavado devido ao aparecimento do vidro.

Também realizamos a comparacgdo independente do dia somente contrastando com o
periodo. Para isso, somamos as opcOes dos peixes ao longo dos quatro dias de observacdes
para cada periodo do dia (100 observagdes em cada periodo de cada peixe) e comparamos

entre os tipos de sedimentos (Goodman, 1965).

Analisamos o perfil de tomada de decisdo dos peixes na preferéncia por sedimento.
Dessa maneira consideramos "peixe decidido", aquele que estava presente em apenas um
tipo de sedimento, significativamente, mais que nos outros. Os peixes indecisos eram
aqueles que ndo preferiam apenas um sedimento. Comparamos as proporgdes de peixes
decididos e indecisos entre manhd e tarde, usando Teste de Goodman (1965). Também
comparamos as proporcOes de peixes que escavaram 0s sedimentos entre os diferentes
sedimentos que foram escavados, independentemente do dia e periodo pelo Teste de

Goodman (1964, 1965). Consideramos as diferencas significativas quando P < 0,05.

3. Resultados

Durante os quatro dias de observacdo, o0 comportamento de escavagédo foi dependente
do tamanho do sedimento. Os peixes escavaram principalmente o menor sedimento (0,12
cm; Tabela 1).

11
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Tabela 1: Numero de peixes por comportamento de escavacao (Sim ou
N&o) em cada tipo de sedimento de rio.

Tamanho de Escavagao
sedimento (cm) SIM NAO
0,12 13 a* 2
0,57 4 b* 11
1,04 3b* 12
1,64 0 b* 15

* indica diferenca (Teste de Goodman, 1965; Intervalo de Confianca néo
inclui o valor zero) entre as variaveis dependentes (classes) SIM e NAO.
Letras diferentes denotam diferenca significativa (Teste de Goodman,
1964; Geaculado > Garitico = 2.64) entre as proporcdes de peixes que
escavaram cada sedimento.

Independentemente do tamanho do sedimento ou hora do dia, a tilapia escolheu um
tipo de sedimento de rio com mais freqiiéncia do que o substrato de PVVC (Figura 3). Entre 0s
sedimentos de rio, 0s peixes visitaram mais a area do sedimento de 0,57 cm de didmetro com
mais freqliéncia que as outras areas, independentemente da hora do dia (Figura 3). Existiu
diferenca na proporcao de visita entre os periodos somente para o substrato de PVC, porém
ainda foi 0 menos visitado nos dois periodos.

12
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Figura 3. Proporcdo de escolha por sedimento (N = 15). Dados cumulativos de quatro dias para
cada periodo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca num mesmo periodo (Teste de
Goodman, 1965; Intervalo de Confianca nédo inclui o valor zero para Agiico = 9,76). Asterisco (*)
indica diferenca entre manhd e tarde para o PVC (Teste de Goodman, 1964; Geaculado > Geritico =
2,57).

Tambem observamos que praticamente 0 mesmo padrdo geral de visitacdo da Figura
3 (o sedimento de 0,57 cm de tamanho foi 0 mais visitado e o substrato de PVC o menos
visitado) ocorreu em cada dia de observacdo, com exce¢do da manh& do primeiro dia (Figura
4). Existiram diferencas entre manhd e tarde na proporcéo de visitas para o substrato de PVC
nos dias 1, 2 e 4 (Figura 4). No dia 1 pela manha essa proporgéo de visita pelo PVC foi
transferida para o sedimento escolhido de 0,57 cm de tamanho. Independentemente dessas
diferencas entre manha e tarde, o padréo de visitacdo mencionado foi mantido.

A ocorréncia de peixes decididos foi mais comum na manha (Tabela 2). Como a
decisdo por um sedimento especifico pode ser afetada pelo tamanho da boca do peixe,

medimos o tamanho méximo dorso-ventral da abertura bucal, sendo de 0,95 + 0,26 cm.
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Figura 4. Proporcdo de escolha por sedimento (N = 15) por dia e periodo observado. Letras
diferentes acima das colunas indicam diferenca significativa (Teste de Goodman, 1965; Intervalo de
Confianga ndo inclui o valor zero para Agiico = 9,76) num mesmo dia e periodo. Asterisco (*) indica
diferenca no mesmo sedimento em relacdo ao periodo da tarde (Teste de Goodman, 1964; Gacutado >

Gcrl’tico = 2157)

Tabela 2: Perfil de tomada de decisdo por periodo do dia.
Perfil de tomada de decisdo®

Periodo Total
Decidido Indeciso

Manha 12* 3 15

Tarde 9 6 15

Peixes decididos escolnem somente um sedimento e peixes
indecisos mais que um. * indica diferengca entre os perfis de
tomada de decisdo (Teste de Goodman, 1965; Intervalo de
Confianca néo inclui o valor zero para A = 3,84).

4. Discussao

A tilapia-do-Nilo preferiu sedimento natural de rio ao invés de um artificial. Além

disso, a escolha pela granulometria do sedimento dependeu do tamanho da boca dos peixes e

do comportamento motivacional. Os peixes visitaram principalmente um sedimento de
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tamanho intermediario, uma escolha que possivelmente esteja associada com o tamanho da
abertura da boca do peixe. No entanto, o peixe preferiu escavar ninhos no de menor
granulometria. Curiosamente, o perfil de tomada de decisdo do peixe por um sedimento
preferencial depende da hora do dia, mas o padrdo de visitacdo é praticamente independente.

A preferéncia em peixes tem sido tipicamente avaliada em estudos sobre suas
escolhas em testes em que pode escolher uma opc¢do em detrimento de outras (e.g. Webster
& Hart, 2004; Mendonga et al., 2010). Embora a maioria dos autores utilize os termos
“escolha” e “preferéncia” quase como sindnimos, eles representam respostas diferentes.
Preferéncia tem sido atribuida as escolhas que sdo consistentes ao longo do tempo (Volpato,
2009; Browne et al., 2010). A escolha é uma selecdo de uma ou mais possibilidades, e
preferéncia é inferida a partir de escolhas estaveis e consistentes que refletem uma
predisposicdo em favor de algo (escolha é o fator operacional para inferéncias sobre a
preferéncia) (Volpato, 2009).

A tildpia-do-Nilo manteve-se principalmente nas areas contendo sedimento de rio e
visitou mais freqientemente o de tamanho de 0,57 cm (Figura 3). Embora essa escolha para
o0 tamanho do sedimento, ndo foi detectada na manh& do primeiro dia de observacédo (Figura
4), ocorreu de forma consistente durante os outros periodos de observacdo. A auséncia de
escolha definitiva durante a primeira manhd de observacdo pode ser devido aos peixes
estarem explorando o novo ambiente (Galhardo et al., 2009; Mendonca et al., 2010) ou
adaptando-se a outras condi¢des impostas por esse novo ambiente. Detectamos o perfil de
escolha, consistentemente, em sete dos seguintes periodos (Figura 4). Essa escolha
consistente indica que o peixe tem uma preferéncia por visitar o sedimento de granulometria
de 0,57 cm de tamanho. A preferéncia consistente ao longo das horas do dia por um tipo de
sedimento também foi relatada em Merlangius merlangus (Atkinson et al., 2004) e em
Acipenser fulvescens (Peake, 1999).

A preferéncia da tilapia-do-Nilo para os varios tamanhos de sedimento foi alterada
quando esses peixes faziam ninhos. Tais efeitos tambem foram descritos por Mendonca et al.
(2010), que relataram que machos dessa espécie escolhem um tipo de sedimento diferente
quando estdo motivados para a reproducgdo. No presente estudo, os dados nos indicam que a
escolha de uma granulometria especifica de sedimento é afetada pela condicdo reprodutiva
dessa mesma espécie. Esses dados corroboram o fato da tilapia-do-Nilo aninhar-se sobre o
sedimento (Lowe-McConnell, 1958; Mendonca & Gongalves-de-Freitas, 2008).

A amplitude bucal, entdo analisada, explica porque os sedimentos de 0,12 e 0,57 cm

foram os preferidos pela tilapia-do-Nilo. Esses sedimentos foram menores do que a maior

15



Freitas, RHA. 2011. Avaliagéo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencédo de condigdes de preferéncia.

distenséo de abertura de boca de 0,95 cm. A escolha de tamanho de unidade de sedimento é
dependente do tamanho do peixe e afeta a distribuicdo espacial dos peixes no ambiente
(Phelan et al., 2001; Stoner & Abookire, 2002). Como os dois tamanhos de sedimentos
escolhidos foram menores que a méaxima abertura bucal da tilapia-do-Nilo, a selecdo pode
estar envolvida na capacidade de carregar unidades de sedimento pelos peixes, uma vez que
é realizada pela boca. A teoria do tamanho de presa 6tima estd em 60% da amplitude bucal
do peixe predador (vide revisao de Gill, 2003). Aqui, 60% da amplitude bucal equivale a
0,57 cm, exatamente 0 mesmo tamanho de sedimento mais visitado. Assim, o tamanho do
sedimento preferencial é consistente com a predicdo da teoria do tamanho 6timo de presa.
Uma questdo interessante, no entanto, é: por que a tilapia-do-Nilo escolhe o maior
dos sedimentos que ainda seja menor do que a sua amplitude bucal, mas escolhe aninhar-se
num sedimento menor ainda? As razOes para essas escolhas diferentes podem ser
respondidas por considerar a possibilidade de forrageamento dos peixes e conservagao de
energia. Webster & Hart (2004) relataram que o Gasterosteus aculeatus prefere um
sedimento mais complexo, a areia (0 sedimento de 0,12 cm é praticamente uma areia em
nosso estudo), pois torna as presa mais faceis de serem detectadas ou capturadas quando o
jejum é imposto como fator motivador. No presente estudo, 0s peixes estavam em jejum por
pelo menos 16 h no periodo de observacdo da manha e de 22 h a tarde. Portanto, os peixes,
provavelmente, estavam motivados a alimentar-se, especialmente durante o periodo de
observacdo da tarde. Em tilapias isoladas, o sedimento de rio oferece oportunidades
adicionais para forrageamento e exploracdo, onde freqlientemente é observada tocando,
arrastando ou carregando unidades de sedimento com a boca (Galhardo et al., 2009). Essa
constatacdo foi reforcada porque os peixes forragearam em todos os sedimentos no presente
estudo. As presas podem ser detectadas quando unidades de sedimento sédo removidas pelo
peixe quando motivado a alimentar-se. Nesse sentido, quando a alimentacdo é a principal
motivacdo, o peixe provavelmente prefere o sedimento de maior porte que ainda pode ser
movido por sua boca. No entanto, para 0s peixes motivados para construcdo de ninhos o
menor sedimento é preferivel, pois nidificacdo requer a remogdo de grandes quantidades de
sedimento, o que pode ser energeticamente dispendioso para os peixes. Mendonca et al.

(2010) também constataram que a tilapia-do-Nilo prefere construir ninho na areia.

Outro comportamento intrigante que detectamos foi a maior frequéncia de peixes
decididos pela manha. Uma vez que observamos os mesmos animais em ambos os periodos

do dia, essa resposta pode expressar uma mudanga interna na tomada de decisdes. O mesmo
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efeito do tempo do dia também foi detectado em tilapia-do-Nilo para outras escolhas, como
pareamento de acordo com o tamanho do coespecifico (Gestich & Volpato, em preparagéo?),
coloracdo ambiental (vide Capitulo 2) e intensidade de luz (vide Capitulo 3). Embora essa
variacdo na tomada de decisdo seja um fendbmeno muito novo identificado nos peixes, o grau
de atencdo em ratos é relatado por variar dentro do ciclo circadiano (Hajos et al., 2008). A
atencdo é um componente importante para efetuar escolhas.

Os resultados do presente estudo, provavelmente, podem ser Uteis para o cultivo de
tilapia-do-Nilo, pois o crescimento compete pela energia que pode ser canalizada para outros
propositos, tais como o forrageamento (Webster & Hart, 2004) e a reproducdo (Mendonga et
al., 2010) em sedimento de rio. Além disso, a capacidade de alterar a tomada de decisdes
com base no periodo do dia também pode sugerir diferentes momentos para alimentar ou
manipular esses animais em cativeiro. Entretanto, maiores investigacfes sdo necessarias para
uma melhor compreenséo do fator motivacional envolvido na escolha e na preferéncia dos
peixes por sedimento. Independentemente das razGes de escolha, o sedimento é um recurso
importante para garantir o bem-estar da tilapia-do-Nilo (Galhardo et al., 2008, 2009;
Mendonca et al., 2010). Além disso, a preferéncia de um peixe por um tamanho especifico
de sedimento pode depender da motivagédo do peixe e estado interno.

Portanto, demonstramos que a granulometria do sedimento é importante para as
preocupacOes de bem-estar da tilapia-do-Nilo. Essa espécie prefere visitar, constantemente, a
granulometria de sedimento proximo a 60% da amplitude bucal, preferéncia que pode estar
associada com o forrageamento. No entanto, a til&pia prefere fazer ninho na areia (tamanho
minimo de sedimento) para poupar energia em contextos reprodutivos. Além disso, a tomada
de decisdo da espécie na visita por sedimento é mais persuasiva na manha, porém nao é

capaz de alterar o padréo geral dessa visitacdo ao longo dos dias e hora do dia.

'Gestich CC, Volpato GL. Choice for paring with conspecifics in the Nile tilapia: do animal size and time of
the day matter?
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CAPITULO 2:

Preferéncia por coloracéo ambiental

Resumo

Avaliamos a preferéncia da tilapia-do-Nilo (O. niloticus) por cor ambiental e se existe
influéncia do periodo do dia nessa preferéncia e na tomada de decisdo. Apresentamos cinco
compartimentos de diferentes cores de iluminacdo (branca, azul, verde, vermelha e amarela;
~ 300 lux) para 13 (7,2 + 0,3 cm de comprimento padrdo) peixes isolados. Os aquarios
possuiam um corredor (luz branca, ~ 850 lux) que permitia ao peixe deslocar-se para
qualquer dos compartimentos. Observamos a posi¢cdo do peixe a cada 5 min pela manha
(9:00 h as 11:00 h) e tarde (15:00 h as 17:00 h), por 4 dias consecutivos. A tilapia escolheu
as cores ao invés do corredor. Das cores, escolheu a amarela em relacéo a branca e as demais
cores foram, igualmente, pouco escolhidas. Esse padrdo de resposta foi constante ao longo
dos dias e periodos, mostrando que nao se trata de escolhas pontuais, mas preferéncia.
Assim, a tilapia prefere ambiente de cor amarela. A tomada de decisdo indica ser mais

expressiva pela manha.
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1. Introducéo

Itens de enriquecimento ambiental podem proporcionar sadde, bons desempenho e
desenvolvimento aos animais, mas quando mal empregados podem prejudicar esses
parametros e, consequentemente, o bem-estar dos individuos. Embora o enriquecimento
ambiental proporcione tais melhorias no bem-estar, pouca atengdo tem sido direcionada para
animais aquéticos, exceto mamiferos (Williams et al., 2009). Além disso, a preocupacéo
com o bem-estar dos peixes € uma necessidade emergente para garantir a satde e conforto

dos animais e 0 enriquecimento ambiental pode se uma importante técnica nesse quesito.

Aspectos filosoficos sobre o que realmente significa bem-estar e diferentes tipos de
metodologias para avalia-lo em peixes ainda sdo controversos (Volpato et al., 2007; Veissier
& Forkman, 2008). No entanto, a abordagem sobre as preferéncias dos animais esta se
tornando um bom método para avaliar o bem-estar (Dawkins, 2006; Duncan, 2006; Ashley,
2007; Volpato et al., 2007), uma vez que o estado de bem-estar depende de como o animal
percebe 0 ambiente e suas respostas sdo provenientes de avaliagdes cognitivas dessa
percepcao (Veissier & Boissy, 2006). Varios fatores tém sido testados com sucesso por
testes de preferéncia e de escolha em peixes, como sedimento (Webster & Hart, 2004), itens
alimentares (Felicio et al., 2006), temperatura (Mortensen et al., 2007) e cor dos alimentos
(Spence & Smith, 2008). Assim, para oferecer o enriquecimento ambiental que proporcione
bem-estar, é interessante utilizar itens de preferéncia dos peixes. 1sso ainda torna-se mais
primordial, pois geralmente tais itens sdo escolhidos a partir de referenciais antropomarficos
(vide a variabilidade de ornamentos de aquarios disponiveis em lojas) ao invés de se

considerar 0 que 0s peixes realmente o preferem.

Como nos peixes a cor ambiental é um dos fatores que afeta o comportamento
(Marchesan et al., 2005; Owen et al., 2010), o desempenho (Papoutsoglou et al., 2000;
Ruchin 2004; Karakatsouli et al., 2007a, b, 2010), a ingestdo alimentar (Strand et al., 2007),
a sobrevivéncia (Tamouzouzt et al., 2000), a reproducdo (Volpato et al., 2004) e a resposta
ao estresse (Volpato & Barreto, 2001; Barcellos et al., 2006, 2009), é possivel que tenha
implicacGes sobre 0 bem-estar desses animais. Porém pouco se sabe sobre a preferéncia dos

peixes em relacdo a cor ambiental.

Cada espécie de peixe necessita de diferentes requisitos e mostra diferentes respostas

fisioldgicas e comportamentais a diversos fatores (vide revisdes de Huntingford et al., 2006;
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Ashley, 2007). Chandroo et al. (2004) e Conte (2004) ressaltam a importancia de fatores
espécie-especificos para os estudos de bem-estar. A cor ambiental € um bom exemplo dessa
especificidade, onde seus efeitos no bem-estar dos peixes sdo dependentes da espécie
estudada (vide discussdes em Volpato & Barreto, 2001; Volpato et al., 2004; Marchesan et
al., 2005).

Enquanto a escolha é uma resposta pontual, a preferéncia s6 é acessada através de
escolhas consistentes ao longo do tempo (Volpato, 2009; Browne et al., 2010). Assim, no
presente estudo, avaliamos a preferéncia da tilapia-do-Nilo por coloracdo ambiental em
quatro dias consecutivos. Como o ritmo diario dos peixes pode variar (Volpato & Trajano,
2006) e o grau de atencdo (importante aspecto em escolhas) pode ser modulado por esse
ritmo ao menos em ratos (Hajos et al., 2008), investigamos também como essas escolhas se

comportam no periodo da manhd e da tarde.

Embora a preferéncia por coloracdo ambiental da tilapia-do-Nilo ja tenha sido
relatada (Luchiari et al., 2007), ha variabilidade individual nessas preferéncias. Além disso,
pouco se sabe sobre os fatores interferentes nessa escolha, de forma que optamos por
determinar novamente essa preferéncia nas condigdes de nosso estudo. Isso se tornou ainda
mais necessario tendo em vista que essa informacdo é utilizada nas montagens experimentais

no seguimento desta tese.

2. Material e Métodos

2.1. Delineamento

Avaliamos a preferéncia pelas seguintes cores ambientais: azul, branca, vermelha,
amarela e verde. Treze peixes foram isolados por 24 h no aquario teste (Figura 5). Em
seguida, registramos a cada 5 min o compartimento em que 0 peixe estava durante 2 h pela
manhd (9:00 h as 11:00 h) e 2 h a tarde (15:00 h as 17:00 h), ao longo de 4 dias
consecutivos. Para tanto, 5 aquarios teste foram construidos, sendo 3 peixes testados em cada
um (dois peixes foram perdidos por razdes técnicas). Cada aquario compunha uma
disposicdo aleatoria de cores, de forma a minimizar efeitos espaciais nas escolhas. A
preferéncia foi obtida da avaliacdo da propor¢do de visitas em cada cor nos periodos de

observacao.
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Figura 5: Esquema do aquério utilizado para avaliar a preferéncia por coloracdo ambiental.

2.2. Procedimentos especificos

Os aquarios ficaram sob luz fluorescente branca constante (4 tubos de 40 W, a 150
cm de altura dos aquérios) e os compartimentos foram cobertos com camadas de papel
celofane nas respectivas cores, exceto a cor branca que provinha de papel vegetal (Figura 6).
Esses papeéis foram adicionados tanto na frente do aquario, quanto em cima de cada
compartimento. Numeros diferentes de camadas de papel foram adicionados e obteve-se uma
incidéncia luminosa igual entre os compartimentos de diferentes cores (ANOVA: F42 =
1,99 e P = 0,14), sendo a intensidade média (x d.p.m.) de luz igual a 296 + 5 lux (vermelho =
293 + 6; branco = 295 + 4; azul = 295 = 5; verde = 296 + 5; amarelo = 301 + 3). A
intensidade média (£ d.p.m.) de luz no corredor foi de 848 + 29 lux, procurando-se evitar

que 0 peixe permanecesse nessa area.

21



Freitas, RHA. 2011. Avaliagéo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencédo de condigdes de preferéncia.

Figura 6: Foto (vista frontal) do aquario utilizado para avaliar a preferéncia por coloracdo ambiental.

O comprimento padrdo médio (+ d.p.m.) dos peixes foi de 7,2 + 0,3 cm. Aeragao
continua situava-se no corredor em frente ao compartimento central. Retiramos essa aeragao
20 min antes de cada periodo de observacdo e, ao término desses periodos, recolocamos na
mesma posi¢do. Oferecemos alimento diariamente apo6s o ultimo periodo de observacao, as

17:00 h. A temperatura média (+ d.p.m.) durante o experimento foi de 22,7 + 1,5°C.

2.3. Registro e andlise de dados

Registramos a posi¢cdo dos peixes relativa ao compartimento em que se encontrava o
olho do animal mais facilmente visualizado pelo observador no momento de registro. Desse
modo, anotamos a posi¢cdo de cada peixe 25 vezes em cada periodo (manha e tarde) de cada
dia, totalizando 325 marcacg6es dos 13 peixes. Comparamos as proporc¢des de visita entre as
cores e corredor em cada periodo pelo Teste de Goodman (1965) para dados dentro da
multinomial (periodo). Também confrontamos essas proporcdes entre manhd e tarde pelo
Teste de Goodman (1964) para comparacgdes entre multinomiais.

Também realizamos a analise de preferéncia contrastando a cor e o periodo,
independentemente do dia. Assim, somamos as opg¢des dos peixes ao longo dos quatro dias
de observacGes em cada periodo do dia (1300 observacdes de todos 0s peixes) e comparamos

as proporcOes da mesma maneira que a descrita acima.
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Considerando-se o perfil de resposta dos peixes, identificamos peixes “decididos” ¢
peixes “indecisos”. Quando um peixe escolheu significativamente uma cor ou o corredor em
detrimento das outras op¢es, foi definido como "peixe decidido", caso contrério, o peixe foi
considerado como "indeciso". Para isso, somamos a frequéncia de escolha dos quatro dias
em cada periodo e avaliamos entre as cores e o corredor pelo Teste de Goodman (1965).
Posteriormente, confrontamos as proporc¢des do nimero de peixes decididos e indecisos em
cada periodo pelo Teste de Goodman (1965). Todas as analises estatisticas consideram o =
0.05.

3. Resultados

O amarelo foi escolhido primariamente, o branco foi a segunda opcéo e as outras trés
cores (vermelho, azul e verde) foram igualmente menos escolhidas nos dois periodos dos
quatro dias observados (Figura 7). Também observamos esse padrdo de escolha somando-se
a frequéncia nos quatro dias, sendo igual pela manha e tarde (Figura 8). Além disso, a tilapia
ficou, proporcionalmente, mais vezes nos compartimentos coloridos do que no corredor, no
somatorio dos 4 dias de observacdo, mesmo corrigindo essas frequéncias pelo volume dessas
areas (Intervalo de Confianca néo inclui o valor zero para Acritico = 3,84; Teste de Goodman,
1965). As proporcdes de frequiéncia foram de 0,92 nos compartimentos e 0,08 no corredor
pela manh4, e de 0,95 nos compartimentos e 0,05 no corredor a tarde.
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Figura 7. Proporcdo de escolha por cor ambiental (N = 13) por dia e periodo observado. Dados
absolutos de proporcdo de 13 peixes. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca
significativa (Teste de Goodman, 1965; Intervalo de Confianca ndo inclui o valor zero para Actico =
10,17) num mesmo dia e periodo. Asterisco (*) indica diferenca para a mesma cor ou corredor em
relacdo ao periodo da tarde (Teste de Goodman, 1964; Garculado > Geritico = 2,64).

Figura 8. Proporcdo de escolha por cor ambiental (N = 13). Dados cumulativos de quatro dias para
cada periodo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca num mesmo periodo (Teste de
Goodman, 1965; Intervalo de Confianca ndo inclui o valor zero para Agiico = 10,17). Asterisco (*)
indica diferenga na mesma cor ou corredor em relacdo ao periodo da tarde (Teste de Goodman,
19641 Gcalculado > Gcrl’tico = 2164)
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A proporcao de peixes decididos foi maior que a de indecisos somente pela manha
(Tabela 3).

Tabela 3: Perfil de tomada de decisdo por periodo do dia.
Perfil de tomada de deciséo®

Periodo Total
Decidido Indeciso

Manha 10* 3 13

Tarde 9 4 13

'Peixes decididos escolhem somente uma condicdo (cor ou
corredor) e peixes indecisos mais do que uma. * indica diferenca
entre os perfis de tomada de decisdo (Teste de Goodman, 1965;
Intervalo de Confianga ndo inclui o valor zero para Agiico = 3,84).

4. Discussao

Aqui mostramos que a tilapia-do-Nilo prefere apenas a cor amarela. Essa preferéncia
néo se altera entre os periodos de manha e tarde, sugerindo ndo apresentar flutuacao ritmica.
Além disso, o grau de decisdo dos peixes para as escolhas parece maior no periodo da

manha.

Volpato (2009) e Browne et al. (2010) ressaltam que muitos autores usam 0s termos
escolha e preferéncia como sinbnimos, porém ndo deveriam ser tratados dessa maneira. Isto
é devido ao fato de ser intuitivo considerarmos que escolhas eventuais acontegam, mas que a
persisténcia de uma mesma escolha em periodos subseqiientes represente algum tipo de
preferéncia, indicando prioridade. Considerando essa definicdo, vimos que a tilapia ndo
apenas escolheu a cor amarela em alguns testes, mas a prefere consistentemente (Figura 7).
Esse resultado, importante nesta tese para a continuidade dos estudos, corrobora o estudo
anterior (Luchiari et al., 2007), o que torna essa cor um estimulo importante para
entendermos o papel do esfor¢co na compreensdo da motivacéo para as escolhas em peixes
(Capitulos 4 e 5).

Em estudos sobre a influéncia da luz ambiental na vida dos animais, ao menos duas

variaveis sdo de relevancia: o comprimento de onda (que indica a cor) e a intensidade
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luminosa (Boeuf & Bail, 1999). Neste estudo, os efeitos obtidos decorrem da cor da luz, uma
vez que a intensidade luminosa foi igual entre as cores. Assim, a preferéncia da tilapia pela
cor amarela independe da intensidade luminosa. Mesmo assim, como seré visto no proximo

estudo (Capitulo 3), sob luz amarela a tilapia prefere determinadas intensidades luminosas.

Conforme vimos, a tilapia escolheu, predominantemente, os compartimentos
coloridos em relacdo ao corredor. A analise corrigindo as frequéncias de permanéncia por
volume mostrou claramente essa escolha. No caso do corredor, além de ter luz branca,
possuia também um espaco maior. Porém, a alta intensidade luminosa desse local deve ter
sido evitada pela tilapia. Quando comparamos as proporcdes de visitas na cor branca do
corredor contra as visitas no compartimento branco (Figuras 7 e 8), notamos que 0s peixes
visitaram mais o compartimento branco que, embora com menor &area, possuia a menor
intensidade luminosa. Essa interpretacdo é corroborada no estudo seguinte (Capitulo 3) em

que a tilapia escolhe baixas intensidades luminosas quando na cor amarela.

Uma questdo que ressalta é sobre o que leva a tilapia a escolher a cor amarela e qual
seria a cor que mais evita. Nesse aspecto, podemos apenas tecer algumas consideracdes,
porém mais estudos sdo necessarios. Spady et al. (2006) determinaram a presenca de sete
genes da opsina e suas respectivas absorbancias maximas (Amax) Na tilpia-do-Nilo, como
segue: SWS1 (360 nm), SWS2b (423 nm), SWS2a (456 nm), Rh2b (472 nm), Rh2ap (518
nm), Rh2aa (528 nm ) e LWS (561 nm). Essas absorbancias maximas nos sugerem a faixa de
luz visivel para a tilapia (limite de 360 a 561 nm). Note que as cores amarela (545 nm), azul
(535 nm) e verde (525 nm) estdo dentro dessa faixa. Porém, a absorbancia média da cor
vermelha (600 nm) fica acima do limite maximo da tilapia, 0 que sugere que nessa cor sua
acuidade visual seja baixa. Por outro lado, as outras cores nédo escolhidas (azul e verde) estéo
na faixa de acuidade da tilapia. Mais ainda, a cor azul traz efeitos benéficos para essa
espécie, tanto na protecdo contra estresse (Volpato & Barreto, 2001) quanto na reproducao
(Volpato et al., 2004). A cor verde, por outro lado, se caracteriza por uma ampla faixa no
espectro de luz. Portanto, nos parece que, dessas cores, 0 vermelho seja a que maior prejuizo
possa trazer para a espécie (baixa acuidade visual), 0 que se coaduna com sua baixa escolha.
As outras cores, azul e verde, também com baixa escolha, ndo tém tais limitacdes.
Reforcando a idéia de que a cor vermelha seja a menos conveniente para a tilapia, temos que
essa cor parece aumentar demanda de estresse. Em um estudo em nossos laboratdrios, a cor
vermelha aumentou a ingestdo alimentar, mas esse aumento nédo resultou em ganho de peso e

nem em aumento na conversdo alimentar, com os autores sugerindo que a energia resultante
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foi deslocada para atender demandas de estresse (Bovi et al., em preparacdo®). Além disso,
outro estudo dos nossos laboratorios mostra que a tilapia mantida em luz vermelha por uma
semana apresenta frequéncia ventilatoria (pardmetro indicativo de estresse, Barreto &
Volpato, 2006) mais alta que os valores obtidos por Volpato & Barreto (2001) para peixes
mantidos nas cores azul, amarelo e branco (Maia & Volpato, em preparacio®). De fato,
Ruchin (2004) mostrou que a cor vermelha induz mudangas no metabolismo dos peixes,
incluindo o crescimento. A luz vermelha também pode aumentar a heterogeneidade de
tamanho na carpa-espelho (Karakatsouli et al., 2010) e também na espécie alvo do nosso
estudo (Luchiari & Freire, 2009). Até entdo, somente uma publicacdo cita algum efeito
positivo da cor vermelha em peixes, mas ndo totalmente claro. As carpas mantidas em baixa
densidade nessa cor tém efeito positivo no crescimento, mas tem efeito negativo quando em
alta densidade (Karakatsouli et al., 2010).

Em conclusdo, vemos que a cor amarela é preferida pela tilapia-do-Nilo e temos
argumentos indicativos de que a cor vermelha seja a mais evitada. Disso, sugerimos que
estudos sobre a importancia fisiolégica da cor amarela sejam desenvolvidos nessa espécie,

pois tais efeitos foram vistos apenas na cor azul, sem comparagdo com a cor amarela.

Outro resultado intrigante do presente estudo é que a tomada de decisdo dos mesmos
peixes é mais evidente no periodo da manha na preferéncia por cor. Embora essa diferenca
tenha sido significativa, ela decorre de apenas um anico peixe (vide Tabela 3), 0 que requer
cautela. No entanto, esse mesmo padrdo a favor do periodo da manha foi visto de forma
consistente no estudo da preferéncia por granulometria de sedimento (Capitulo 1) e na
escolha de intensidade luminosa na cor amarela (Capitulo 3). Alem disso, na escolha por
pareamento de acordo com tamanho do coespecifico, Gestich & Volpato (em preparacéo?)
mostraram que 0s peixes sdo mais decididos na tomada de decisdo no periodo da manha.
Essas constatacOes, possivelmente, decorram do grau de atencdo desses animais ser maior no
periodo da manhd. Embora ndo tenhamos tais informacgdes em peixes, sabe-se que o grau de
atengdo varia com o ritmo circadiano em ratos (Hajos et al., 2008).

“Bovi TS, Freitas RHA, da Silva DF, Giaquinto PC, Delicio HC, Volpato GL. Red light stimulates feeding but
not growth in Nile tilapia.

*Maia CM & Volpato GL. Environmental light color reduces confinement induced ventilatory frequency in the
fish Nile tilapia (Oreochromis niloticus).
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CAPITULO 3:

Preferéncia por intensidade de luz amarela

Resumo

Investigamos a preferéncia da tilapia-do-Nilo (O. niloticus) por intensidade luminosa na cor
amarela (cor preferencial da espécie) e o efeito do periodo nessa preferéncia e na tomada de
deciséo. Dois experimentos distintos (N = 14 cada) apresentavam espectros de intensidade de
luz diferentes: de 189 a 689 lux (primeiro experimento) e de 61 a 197 lux (segundo
experimento). Avaliamos a freqiéncia de visita em 5 compartimentos com diferentes
intensidades luminosas, sendo esses interconectados por um corredor onde o0 peixe
deslocava-se livremente. Registramos a posi¢do dos peixes a cada 5 min, das 9:00 h as 11:00
h e das 15:00 h as 17:00 h por 4 dias consecutivos em cada experimento. Verificamos que a
tilapia preferiu constantemente e, independentemente do periodo, a menor intensidade de luz
apresentada no primeiro experimento (189 lux). Nesse experimento também ndo existiu
efeito do periodo na tomada de decisdo. No segundo experimento, a preferéncia é
contundente somente pela manha por 81 lux e a tarde o0 numero de animais indecisos é
maior, portanto ndo escolhendo e ndo optando por uma intensidade de luz especifica. Assim,
especulamos a hipo6tese de que isso ocorra a tarde possivelmente pela maior atividade
exploratoria da espécie nesse periodo, porém somente quando as intensidades de luz ndo séo

aversivas e ndo tdo discrepantes entre si, como apresentado no segundo experimento.
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1. Introducéo

Muitos animais dependem de luz para a sobrevivéncia. No ambiente aquético, devem
ser consideradas a “qualidade” da luz, que significa diferentes comprimentos de onda que
sdo absorvidos pela agua, e a “quantidade” de luz, que ¢ a intensidade de luz (Boeuf & Bail,
1999). Esses dois aspectos influem no crescimento (Boeuf & Bail, 1999; Han et al., 2005;
Karakatsouli et al., 2007a), na sobrevivéncia (Tamazouzt et al., 2000; Han et al., 2005), na
reproducédo (Ridha & Cruz, 2000; Volpato et al., 2004), no estresse, no bem-estar (Barcellos
et al., 2006, 2009; Karakatsouli et al., 2007b, 2008) e no comportamento (Marchesan et al.,
2005; Owen et al., 2010), porém poucos trabalhos enfocam a preferéncia do animal em
relacdo a esses itens. Além disso, como os efeitos sdo espécie-especificos tanto para o
quesito “qualidade” (Volpato et al., 2004) quanto para “quantidade” (Han et al., 2005), é

importante que sejam investigados, ao menos, nas espécies mantidas em cativeiro.

A tildpia-do-Nilo (O. niloticus) é uma das especies mais importantes na aquicultura
industrial (El-Sayed & Kawanna, 2007) e largamente utilizada em laboratérios para
pesquisas cientificas, mas aspectos que envolvem seu bem-estar ainda séo incipientes. A
qualidade de luz tem alguns efeitos nessa espécie. Por exemplo, a luz azul previne estresse
(Volpato & Barreto, 2001) e aumenta reproducdo (Volpato et al., 2004), o vermelho aumenta
ingestdo alimentar, mas ndo converte em crescimento e, provavelmente, induza estresse
(Bovi et al., em preparacdo?); e a luz amarela é a preferencial da espécie (vide Capitulo
anterior). Em contrapartida, sdo escassos os estudos que avaliam os aspectos em torno da
quantidade de luz nessa espécie (e.g. Ridha & Cruz, 2000).

A grande maioria dos trabalhos publicados ndo menciona a intensidade de luz
utilizada nos experimentos e/ou manutencdo prévia aos experimentos. No caso de estudos
com tilapia-do-Nilo, isso também ocorre e, daqueles que mencionam a intensidade de luz, a
amplitude ¢ bastante variada. Por exemplo, encontramos estudos com intensidades luminosas
em torno de 100 lux (e.g. Volpato et al., 2004, 2009; Luchiari & Freire, 2009), de 250 a 600
lux (e.g. Volpato & Barreto, 2001; Barreto & Volpato, 2006, 2007; Delicio et al., 2006) e
2500 lux (Ridha & Cruz, 2000; El-Sayed & Kawana, 2004, 2007). Assim, como diferentes
espectros de intensidade de luz sdo utilizados e podem ter efeitos em varios parametros de
producdo e bem-estar, € interessante conseguir uma faixa mais estreita de intensidade de luz
padrdo para manutencdo das espécies. Além disso, uma ampla variedade de intensidades de

luz na manutencdo dos animais pode dificultar comparagOes entre os estudos, e ainda
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comprometer o animal quando essa intensidade ndo for adequada. Diferentes condigdes e
enriquecimentos ambientais de peixes utilizados em laboratério podem condicionar
especificidades as conclusbes dos estudos e, portanto, precisam ser melhor padronizadas
(vide revisdo de Williams et al., 2009). Em revisao recente, Villamizar et al. (2010) apontam
que o conhecimento espécie-especifico sobre a intensidade de luz € escasso e ainda
comparacdes dos estudos sdo problematicas, pois utilizam-se de condicgdes, protocolos e

sistemas de iluminacdo variados.

Uma vez que a qualidade e a quantidade de luz sdo fatores importantes que agem
sobre os animais, e que a tilapia-do-Nilo prefere a qualidade amarela, nesta etapa
investigamos a preferéncia por quantidade de luz (intensidade) na coloragdo ambiental
preferida (amarela). Avaliamos essa resposta ao longo de quatro dias consecutivos para
minimizar a possibilidade detectar apenas escolhas esporadicas, mas preferéncias (vide
Volpato, 2007, 2009; Volpato et al., 2007; Browne et al., 2010). Além disso, testamos se
existe influéncia do periodo do dia nessa preferéncia e na tomada de decisdo. Incluimos essa
investigacao, pois o0 grau de atencdo pode ser modulado pela hora do dia em ratos (Hajds et
al., 2008) e o ritmo diario dos peixes pode sofrer oscilagcdes (Volpato & Trajano, 2006),

portanto podendo ter efeito na preferéncia e tomada de deciséo.

2. Material e Métodos

2.1. Delineamento

Avaliamos a preferéncia da tilapia-do-Nilo por diferentes intensidades luminosas na
cor ambiental amarela. Os peixes foram isolados por 24 h em aquarios com cinco
compartimentos de diferentes intensidades luminosas em dois experimentos independentes
(Figura 9). Como sugerido por Volpato et al. (2007) em testes de preferéncia, o animal deve
escolher livremente entre as opcdes oferecidas, assim, um corredor permitia ao peixe
escolher uma intensidade de luz (Figura 9). Trés peixes foram testados isoladamente uma
Unica vez em um dos cinco aquéarios de vidro transparente de cada experimento. Obtivemos
14 réplicas em cada experimento, pois uma réplica de cada um foi descartada devido a
problemas metodoldgicos. A preferéncia foi avaliada na manhd (9:00 h as 11:00 h) e a tarde
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(15:00 h as 17:00 h) a cada 5 min por 4 dias consecutivos, para inferéncia do possivel efeito

do periodo e por razBes de consisténcia.

‘l 60cm }

D 0 R \ 5em

\712cm4.|%
Figura 9: Esquema (em vista superior) do aquério utilizado para avaliar a preferéncia por
intensidade luminosa na coloragdo ambiental amarela nos dois experimentos. Diferentes
intensidades luminosas foram dispostas em cada compartimento (e na extensdo do mesmo no
corredor) e dispostas aleatoriamente para cada peixe.

2.2. Procedimentos especificos

Colocamos lampadas brancas de diferentes poténcias e as ajustamos em alturas
ligeiramente diferentes acima de cada compartimento e na parte do corredor de acesso do
mesmo, restritas lateralmente por divisorias de madeira que impediam a passagem de luz
lateral (Figura 10). Utilizamos uma Unica camada de celofane amarelo em frente a cada
compartimento e lamina(s) de plastico PVC amarelo acima dos compartimentos e em parte
do corredor de acesso a esses. Dessa maneira, obtivemos diferentes intensidades luminosas
de amarelo em cada compartimento, mas com o mesmo numero de camadas de celofane em
frente a eles, evitando um viés de preferéncia por um compartimento onde o peixe fosse

“menos visto”.
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Figura 10: Foto dos aquéarios utilizados para avaliar a preferéncia por intensidade luminosa na cor
amarela.

Realizamos dois experimentos consecutivos que diferiam na intensidade luminosa
disponivel dos compartimentos. No primeiro experimento, as lampadas foram de 10, 15, 20,
25, 30 watts e proporcionaram compartimentos de intensidade de luz de 189 + 24 lux, 307 +
16 lux, 442 + 17 lux, 612 + 22 lux, 689 £ 18 lux, respectivamente e significativamente
diferentes entre si (ANOVA e Tukey: F4,0 =573,70 e P < 0,001 em todas comparacdes). No
segundo experimento, as lampadas tinham poténcia de 5, 10, 15, 20, 25 watts e a intensidade
luminosa dos compartimentos também foi significativamente diferente entre os mesmos
(ANOVA e Tukey: Fs0 = 1478,86 ¢ P < 0,001 em todas comparacdes) e tinham
intensidades de 61 + 3 lux, 81 + 2 lux, 124 + 2 lux, 165 + 5 lux, 197 * 4 lux. A disposi¢do
das intensidades luminosas em cada aquario foi aleatdria, evitando um viés de escolha
(Volpato et al., 2007).

Oferecemos o alimento diariamente logo apds o término das observacgdes de cada dia
(17:00 h). A aeracgdo continua foi oferecida no corredor em frente ao compartimento central.
Vinte minutos antes e durante o registro de dados a aeracdo foi retirada. O comprimento
padrdo médio (+ d.p.m.) dos peixes foi de 6,8 = 0,6 cm no experimento de intensidade de luz
de 189 a 689 lux e foi de 6,6 = 0,7 cm para o de intensidade de 61 a 197 lux e ndo diferiu
entre os experimentos (Teste t de Student independente: ts = 1,03 e P = 0,31). A

temperatura foi mensurada no corredor em frente ao compartimento central do aquério
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central as 13:00 h de cada dia de experimento nas trés repeticdes de cada experimento. A
temperatura média (+ d.p.m.) foi de 24,7 £ 1,2°C para o experimento de 189 a 689 lux de
intensidade luminosa e de 23,9 = 1,3°C para o experimento de 61 a 197 lux de intensidade
luminosa, também ndo diferindo entre os experimentos (Teste t de Student independente: ty,
=1,44eP=0,16).

2.3. Registro e analise de dados

Nos dois experimentos, registramos a posicdo dos peixes de acordo com o
compartimento em que se encontrava 0 olho do animal mais facilmente visualizado. Caso o
animal estivesse no corredor, anotdvamos em frente de qual compartimento situava-se, uma

vez que, a intensidade luminosa do corredor era praticamente a mesma do compartimento.

Em cada experimento, observamos a posicdo de cada peixe por 25 vezes em cada
periodo e dia, totalizando 350 marcacdes dos 14 peixes. Comparamos as proporcdes das
freqliéncias de visita entre os compartimentos em cada periodo (dentro da multinomial
periodo) pelo Teste de Goodman (1965). Além disso, também comparamos as proporcgdes

das frequéncias entre manha e tarde (entre multinomiais) pelo Teste de Goodman (1964).

Para os dias de cada periodo que apresentaram mesmo padrdo geral de escolha,
somamos as frequéncias de opcdes dos peixes e comparamos as propor¢des da mesma

maneira que a descrita anteriormente.

Quando um peixe escolheu significativamente uma intensidade de luz em detrimento
das outras, foi definido como "peixe decidido", caso contrario, o peixe foi considerado como
"indeciso". Para essa avaliacdo, somamos a frequéncia de escolha dos quatro dias em cada
periodo e comparamos entre as intensidades luminosas pelo Teste de Goodman (1965).
Posteriormente, comparamos as propor¢es do nimero de peixes decididos e indecisos em
cada periodo pelo Teste de Goodman (1965) e também entre 0s experimentos em cada

periodo pelo Teste de Goodman (1964). Todas as analises estatisticas consideram o = 0.05.

3. Resultados

No primeiro experimento (189 a 689 lux) existiu uma preferéncia nitida, constante e

independente do dia e periodo observado para a intensidade de luz mais baixa disponivel de
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189 lux (Figura 11). Somando-se a frequéncia dos quatro dias (Figura 12), evidenciamos que
0 padrdo de visitacdo é igual entre o0s periodos e a relacdo é inversamente proporcional entre

a visitacdo e a intensidade luminosa.

W1539Lux W307Lux 442 Lux 612Lux O689Lux
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Figura 11. Proporcéo de escolha por intensidade luminosa amarela (N = 14) por dia e periodo
observado. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca significativa (Teste de
Goodman, 1965; Intervalo de Confianga néo inclui o valor zero para Agiico = 9,76) NUM Mesmo
dia e periodo. N&o existiu diferenca significativa entre os periodos de cada dia para qualquer
intensidade luminosa (Teste de Goodman, 1964; Geacutado > Geritico = 2,57).
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Figura 12. Proporcao de escolha por intensidade luminosa amarela (N = 14). Dados cumulativos de
quatro dias para cada periodo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenga num mesmo
periodo (Teste de Goodman, 1965; Intervalo de Confianca ndo inclui o valor zero para Agitico =
9,76). Néo existiu diferenca significativa entre os periodos para qualquer intensidade luminosa
(Teste de Goodman, 1964; Geajcutado > Geritico = 2,57).

No segundo experimento (61 a 197 lux) as relagdes de preferéncia existem para o
primeiro dia, porém sdo pouco evidentes nos demais dias (Figura 13). Com rela¢do aos
periodos, a preferéncia é praticamente idéntica entre manha e tarde para o segundo e terceiro
dia, porem verificamos diferencas no primeiro e quarto dia. Na tarde do dia 1 a visitacéo
diminuiu para a intensidade de luz de 81 lux, mas aumentou para a intensidade de 124 lux
(Figura 13). Depois, somente no dia 4 houve um aumento de visitagdo pela intensidade de

197 lux no periodo da tarde (Figura 13).
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Figura 13. Proporcdo de escolha por intensidade luminosa amarela (N = 14) por dia e periodo
observado. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca significativa (Teste de Goodman,
1965; Intervalo de Confianga néo inclui o valor zero para Agiico = 9,76) Num mesmo dia e periodo.
Asterisco (*) indica maior proporcao para a mesma intensidade em relacdo ao outro periodo do dia
(Teste de Goodman, 1964; Gearcutado > Geritico = 2,57).

A andlise dos dias 2, 3 e 4 somados revelou uma preferéncia para a intensidade de luz
intermediaria de 81 lux em detrimento das outras e 0 compartimento de 197 lux foi 0 menos
visitado no periodo da manhad (Figura 14). Porém, no periodo da tarde, ndo existiu uma
preferéncia especifica para uma determinada intensidade de luz testada, sendo que a maior
visitacdo foi nos compartimentos de 81 e 165 lux (Figura 14). A analise dessa Figura 14

também revelou que no periodo da tarde aumentou a visitacao na intensidade de 197 lux.
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Figura 14. Proporgéo de escolha por intensidade luminosa amarela (N = 14). Dados cumulativos de
quatro dias para cada periodo. Letras diferentes acima das colunas indicam diferenca num mesmo
periodo (Teste de Goodman, 1965; Intervalo de Confianca ndo inclui o valor zero para Agitico = 9,76).
Asterisco (*) indica diferenca na intensidade de 197 lux entre manha e tarde (Teste de Goodman,
19641 Gcalculado > Gcrl’tico = 2164)

O perfil de tomada de decisdo entre os peixes decididos e indecisos foi 0 mesmo
entre manha e tarde no experimento de faixa de luz entre 189 e 689 lux, mas o nimero de
peixes indecisos no periodo da tarde foi maior quando a faixa de luz era entre 61 e 197 lux
(Tabela 4). Essa Tabela 4 ainda mostra que o numero de peixes decididos diminuiu e 0
nimero de peixes indecisos aumentou no segundo experimento em comparagdo com o

primeiro.
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Tabela 4: Perfil de tomada de decisdo de acordo com o periodo do dia nos dois experimentos
de intensidade de luz amarela.

Perfil de tomada de decisdo’

Periodo 189 a 689 lux 61 a 197 lux
Decidido  Indeciso Total Decidido  Indeciso Total

Manha 8 6 14 6 8 14

Tarde g 6° 14 3 11°* 14

'Peixes decididos escolhem somente uma intensidade luminosa e peixes indecisos mais do que
uma. * indica diferenca entre os perfis de tomada de decisdo (Teste de Goodman, 1965;
Intervalo de Confianga ndo inclui o valor zero para A = 3,84). Letras diferentes indicam
diferenca em cada perfil entre os experimentos (Teste de Goodman, 1964; Geacutado > Geritico =
1,96).

4. Discussao

A tilapia-do-Nilo prefere visitar constantemente intensidades de luz abaixo de 200
lux, independente do periodo e dia analisado. Em intensidade de luz abaixo de 200 lux,
existe uma preferéncia no primeiro dia (81 lux pela manha e 124 lux a tarde), mas nao € mais
evidente nos demais dias 2, 3 e 4 quando analisados separadamente. Entretanto, quando
esses dias (2 ao 4) sdo analisados em conjunto, a tildpia mostra uma preferéncia pela
intensidade de luz de 81 lux pela manhd, mas no periodo da tarde ndo existe uma preferéncia
nitida abaixo de 200 lux. Observamos um alto nimero de peixes indecisos no periodo da
tarde, mas somente quando a intensidade de luz é adequada (< 200 lux, segundo
experimento). Esses dois fatos (auséncia de preferéncia e menor numero de peixes
decididos) podem ser explicados, provavelmente, pela maior atividade do peixe nesse

periodo, ndo decidindo e nem preferindo uma Gnica condig&o.

Embora, no presente estudo, a tilapia tenha visitado muito pouco altas intensidades
de luz (< 440 lux) de maneira constante e independente do periodo (Figura 11), a desova
dessa espécie € mais substanciosa e sincronica em 2500 lux do que em 500 lux (Ridha &
Cruz, 2000). Altas intensidades luminosas promovem um desenvolvimento gonadal mais
acelerado e homogéneo. Isso faz sentido, pois Sumpter (1990, apud Ridha & Cruz, 2000)
relata que baixas intensidades de luz estimulam secregéo de melatonina pela glandula pineal
que desempenha papel antigonadotrofico em peixes. Porém, independentemente, altas
intensidades de luz devem ser utilizadas com certa parcimonia, pois a tilapia-do-Nilo néo as

prefere.
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Larva de Perca fluviatilis cresce mais na maior intensidade de luz disponivel, porém
a melhor taxa de sobrevivéncia € na menor intensidade de luz testada (Tamazouzt et al.,
2000), o que poderia indicar uma melhor condicéo de bem-estar. Entretanto, larvas de Gadus
morhua crescem e sobrevivem mais em altas intensidades luminosas (2400 lux) e
fotoperiodo continuo (Puvanendran & Brown, 2002). Além disso, outra complexidade na
relacdo entre intensidade de luz e crescimento é que nem sempre altas intensidades de luz
geram um maior crescimento. Existem espécies de peixes que crescem mais em menor
intensidade de luz (e.g. Hippoglossus hippoglossus, Hole & Pittman, 1995 apud Trippel &
Neil, 2003; Melanogrammus aeglefinus, Trippel & Neil, 2003; Hippocampus erectus, Lin et
al., 2009). Dessa maneira, tal fenbmeno indica ser espécie-especifico (Puvanendram &
Brown, 2002; Han et al., 2005) e que essa complexa relacdo merece ser melhor investigada

para apontar conclusdes mais concretas entre bem-estar e producéo.

Independentemente, altas intensidades de luz aumentam as taxas reprodutivas da
tilapia-do-Nilo (Ridha & Cruz, 2000), porém comprometem o bem-estar da espécie (presente
estudo). Portanto é necessario investigar o efeito da intensidade de luz na sobrevivéncia e
crescimento dessa espécie para, entdo, inferir se bem-estar e producdo (pelo menos nesses
aspectos produtivos) caminham num mesmo sentido em relacdo a essa variavel. Essa
associacdo entre bem-estar e producdo é realmente carente no ambito dos peixes. Por
exemplo, estudos costumam analisar os efeitos de determinada intensidade de luz na
producdo (e.g. Ridha & Cruz, 2000; Han et al., 2005; Strand et al., 2007), mas esquecem de
enfocar se 0 peixe esta em bem-estar nessas condi¢bes. Além disso, mesmo testando um
amplo espectro de intensidade de luz, ndo existe efeito no crescimento para Gadus morhua
de 300 a 1200 lux (Puvanendram & Brown, 2002) e para Centropristis striata de 100 a 500
lux (Copeland & Watanabe, 2006), mas ndo quer dizer que ndo exista uma intensidade de luz
preferencial. Correlacionar deliberadamente aspectos fisiologicos para uma real avaliacdo do
estado de bem-estar de uma espécie ndo é totalmente valido por si s6 (vide revisbes de
Huntingford et al., 2006; Volpato et al., 2007).

No primeiro experimento mostramos existir uma preferéncia pela menor intensidade
de luz disponivel (189 lux), revelando a necessidade de um novo experimento para avaliar se
a preferéncia seria por uma intensidade ainda mais baixa, o que de fato aconteceu (81 lux
pela manhd). S&o0 comuns estudos que avaliam preferéncias em peixes utilizando-se de
poucas op¢Oes de escolha (e.g. Serra et al., 1999; Webster & Hart, 2004; Mendonca et al.,

2010), mas a inferéncia sobre preferéncia deve ser ponderada. Estudos com poucas opgdes
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de escolha apenas revelam a “melhor” op¢do dentre as disponiveis ¢, nd0 necessariamente,
aquela que o peixe realmente prefere, portanto, um amplo espectro de opcdes deve ser
empregado (Volpato, 2007, 2009). Varidveis continuas, como intensidade de luz,
temperatura, profundidade e qualidade da agua sdo perfeitamente exequiveis de serem
testadas levando isso em consideracdo (Volpato, 2007). Para esse tipo de variavel, a
preferéncia deve estar centrada em um intermédio de extremos, como avaliamos no presente
estudo. Além disso, para ndo se tratar de escolha casual, a preferéncia deve ser consistente ao
longo do tempo (Volpato, 2009; Browne et al., 2010), o que também obtivemos neste

estudo.

Uma hipotese plausivel, que revelamos neste estudo, também deve ser melhor
investigada e pode ser levada em consideracdo em estudos de preferéncia. Se as condicgdes
testadas de uma variavel continua (intensidade de luz, no caso) sdo bem diferentes entre si
(primeiro experimento), as escolhas podem ser constantes e independentes de dia e periodo
em favorecimento da mais razoavel. 1sso poderia levar a conclusdo antecipada de que é uma
resposta independente do ritmo biolégico da espécie. Entretanto, quando os intervalos entre
as condicdes ndo séo abruptos (20 a 30 lux no segundo experimento), existe escolha definida
quando o periodo de aclimatacdo ainda néo foi suficiente (primeiro dia analisado). Mas, ap0s
mais tempo de aclimatacdo (segundo ao quarto dia), o animal explora as outras opc¢des (no
caso de espécies com certa atividade diaria), uma vez que as condi¢Bes ndo sdo tao diferentes

entre si.

Além disso, outros dois resultados também sdo intrigantes e corroboram a
especulacdo do paragrafo anterior. Por que ndo existiu uma preferéncia nitida por uma
intensidade de luz e por que houve um alto nimero de peixes indecisos a tarde? A explicacdo
mais plausivel para esses resultados deve estar centrada na hipotese de que o padrdo de
atividade da espécie seja mais expressivo a tarde. Embora os autores ndo tenham discutido
essa questdo, a analise das Figuras 2b (12L:12D) de Biswas & Takeuchi (2002), 5b de
Biswas et al. (2002) e 2a de Fortes-Silva et al. (2010), pode sugerir tal possibilidade. Essa
expressividade também pode estar ligada ao fato da espécie naturalmente alimentar-se a
noite (Fortes-Silva et al., 2010), estimulando um aumento de atividade no periodo
antecedente. Assim, pelo fato do segundo experimento ndo ter nenhuma intensidade de luz
aversiva, a tilapia explora de maneira consideravel os outros compartimentos nesse periodo,
diminuindo as chances de encontrd-la na intensidade de luz preferencial (auséncia de

preferéncia nitida) por ndo optar (alto nimero de indecisos) por nenhum compartimento. 1sso
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pode fazer sentido para 0 segundo experimento e ndo para o primeiro, pois, situacdes
estressantes afetam a tomada de decisdo em ratos (Dias-Ferreira et al., 2009) e podem
também afetar em peixes (presente estudo). Portanto, sugerimos que quando existe somente
uma condicao satisfatoria (experimento 1) ndo parece existir efeito do periodo na tomada de
deciséo por intensidade luminosa, entretanto quando nao existe intensidade de luz aversiva
(experimento 2) o nimero de peixes indecisos € maior a tarde, provavelmente pela maior

exploracdo do ambiente nesse periodo.

De qualquer maneira, a existéncia de horario preferencial para tomada de decisdo
e/ou para explorar o ambiente pode ser importante no ambito da aquicultura e do bem-estar
animal e merece ser melhor investigado. No caso especifico da tilapia-do-Nilo, salientamos
que a preferéncia por intensidades luminosas varia entre 200 e 60 lux. Como 0s peixes
podem alterar sua distribuicdo em termos de profundidade para intensidades de luz
preferidas (Job & Bellwood, 2000), é interessante que condicdes como essas Sejam
providenciadas para essa espécie. Assim sugerimos uma luz incidente de 200 lux nos
tanques, a qual o peixe pode adequar sua profundidade para uma intensidade de luz
preferida, podendo explora-lo totalmente sem comprometer seu bem-estar no periodo mais

ativo.
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CAPITULO 4:

Escolha de recurso e motivacédo para obté-lo: uma abordagem comparativa na

avaliacéo do bem-estar em peixes

Resumo

O estudo sobre o custo motivacional para alcancar determinado objetivo € importante para
avaliar o bem-estar. Em peixes, somente recentemente foi publicado artigo com esse
enfoque. Portanto, um dos nossos objetivos foi expandir esse conhecimento nesse grupo
avaliando a motivacdo para obter recursos preferenciais. No primeiro experimento,
avaliamos o esforco da tilapia-do-Nilo para alcancar os recursos toca, sedimento e cor
ambiental amarela. Quantificamos a motivacdo por meio da intensidade de toques na porta
de acesso a0 mesmo, bem como a laténcia para o primeiro toque, em dois momentos: 48 h e
96 h apds estarem no aquario. Comparamos tal esforco com a freqiiéncia de escolha por
esses recursos antecedente ao teste de esforgco (24 h e 72 h, respectivamente). Existiu maior
esforco para alcancar um recurso do que nenhum, sendo o sedimento o mais relevante,
corroborado por ter sido o Unico a ser escolhido em detrimento do lado sem recurso. Nosso
outro objetivo foi comparar esse resultado do esforco com a escolha da tilapia quando tais
recursos fossem apresentados concomitantemente. Assim, desenvolvemos outro experimento
independente e a tilapia escolheu um recinto com toca ao invés do recinto com sedimento ou
cor ambiental amarela. Portanto, 0 emprego dessas duas metodologias (escolha e esforco)
deve ser levado em consideragéo para avaliar itens de enriquecimento visando melhorias nas

condicOes de bem-estar.
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1. Introducéo

A identificacdo de estados internos de bem-estar € um desafio que ainda perdura na
ciéncia. A avaliacdo do bem-estar ndo deve ser realizada por um unico teste e, ainda, deve
ser evitada a avaliagdo somente pelo enfoque produtivo (vide revisdes de Huntingford et al.,
2006; Volpato et al., 2007). Além disso, como o estado interno de bem-estar é pouco
provavel de ser identificado somente por indicadores fisiologicos (Huntingford et al., 2006;
Volpato et al., 2007; Volpato, 2009), a avaliagcdo das preferéncias dos animais tem ganhado
relevancia para inferir condicdes de bem-estar nos animais (Duncan 2006; Volpato et al.,
2007).

O uso de testes de preferéncia no contexto do bem-estar animal assume que 0s
animais prefiram condicdes que Ihes causem conforto (favoraveis a boas condi¢des de bem-
estar). Porém, é também intuitivo pensarmos que o nivel de interesse do animal pelo recurso
seja proporcional a esse suposto conforto. Se for assim, a medida desse grau de interesse
seria fundamental para melhor entendermos o papel de certos fatores nas condi¢Ges de bem-
estar dos animais. Dentro desse raciocinio, alguns autores sugerem medir a forca despendida
pelos animais para conquistar certo recurso (Hursh et al., 1988; Cooper & Appleby, 1997;
Duncan, 2006; Hovland et al., 2006; Jensen & Pedersen, 2008; Asher et al., 2009). Ou seja,

nédo basta conhecer a preferéncia, mas o quao preferido é.

Nesse contexto, a medida da intensidade da motivacao é fonte adicional e importante
para se definir a escolha dos animais nas questdes de bem-estar (Hovland et al., 2006; Jensen
& Pedersen, 2008; Asher et al., 2009). A motivacdo de um animal pode ser avaliada a partir
do esforco comportamental que o individuo emprega frente a algum objetivo que deseja
atingir (Jensen & Toates, 1993; Mason et al., 1998, 2001). Por exemplo, mensurar a forca
que um animal empurra uma porta para alcangcar uma recompensa indica 0 grau de

motivacao para obté-la (Duncan, 2006; Mason et al., 1998, 2001).

Hovland et al. (2006) mensuraram a motivacao da raposa, Vulpes vulpes, para obter
trés recursos biologicamente significantes: alimento, fémea da mesma espécie em periodo
reprodutivo e macho da mesma espécie. Foi analisada a freqliéncia de insisténcia com que 0s
animais empurravam o objeto que separava sua gaiola daquela que continha o recurso em
questdo. A motivacdo para acessar o alimento foi mais alta que a fémea no cio, embora néo
significativa, esses autores argumentam ser o recurso mais valioso. Em outro estudo similar,

a agua para natacdo foi o recurso mais valioso para o0 mamifero mustelideo Mustela vison,
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sendo que a privacdo dela aumentou niveis de cortisol em magnitude igual a da privacéo de
alimento (Mason et al., 2001). Assim, a intensidade motivacional parece adequada para
discriminar a importancia entre recursos, bem como as conseqiiéncias da privacdo deles para

0 animal.

Além dos exemplos descritos acima, a forga motivacional para conseguir
determinado recurso ja foi também investigada em galinha doméstica (Cooper & Appleby,
1997; Albentosa & Cooper, 2005; Kruschwitz et al., 2008), estorninho (Asher et al., 2009),
rato (Sherwin, 2004) e porco (Matthews & Ladewig, 1994), entre outros de interesse para a
producdo animal. Porém, em relacdo aos peixes, somente agora foi publicado estudo nesse
contexto (Galhardo et al., 2011). Assim, procurando melhor consolidar essa metodologia,
mensuramos a intensidade de motivacdo por meio do esforco que a tilapia-do-Nilo faz para
conseguir determinado objetivo (no caso, um recurso preferido). E ainda procuramos ordenar
os recursos preferidos de acordo com a motivacdo para obté-los. Aqui, contamos com uma
quantificacdo de frequéncia de insisténcia e velocidade para iniciar as tentativas para obter o
recurso (laténcia). Partimos do pressuposto que quanto maior a frequéncia e menor a laténcia
nas tentativas de obtencdo do recurso, mais relevante é o recurso. Além disso, tais resultados
foram comparados com a abordagem de teste de escolha no sentido de complementar (e

validar) essa avaliacao.

2. Material e Métodos

2.1. Experimento 1

2.1.1. Delineamento

Avaliamos a preferéncia e o posterior esforco que a tilapia realiza para obter um
recurso desejado em duas amostragens (motivos de consisténcia) como mostra a Figura 15.
Investigamos se a tilapia realiza maior esforco para alcancar algum recurso preferencial e se

é dependente do recurso analisado (Figura 16).
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Figura 15: Esquema da avaliacdo ao longo do tempo da preferéncia e esforco da
tilapia-do-Nilo para obter um recurso preferencial desejavel. A seta indica o
momento em que 0s animais foram isolados no aquério teste.

Figura 16 Grupos experimentais para avaliar o esfor¢o da tilapia-do-Nilo para alcangar um
recurso preferencial. Vista frontal do aquério de vidro (detalhes na Figura 17). Trés recursos
foram isoladamente testados: A: cor ambiental amarela; B: sedimento de rio; C: toca. O animal
conhecia todo o recinto e, no momento do teste de esforgo, encontrava-se no lado oposto ao do
recurso. Interligando as partes do aquério havia uma passagem com porta movel de acrilico
(Figura 18) flexivel que era blogueada para quantificacdo da insisténcia (toques nessa porta) do
animal ao tentar atingir o outro compartimento.

Metade dos aquarios apresentava o recurso do lado direito e a outra, do lado
esquerdo, com o intuito de avaliar o possivel efeito da lateralidade na preferéncia e esforco.

O grupo controle apresentava-se com os dois recintos vazios e luz branca.
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Figura 18: Posicionamento da porta
(branco) na diviséria (cinza) do aquario
utilizado para avaliar o esfor¢o. Circulos
em cinza indicam aberturas de 1,0 cm de

diametro.

Figura 17: Aquério utilizado para avaliar o esforco da tilapia-do-Nilo para
alcancar um recurso preferencial desejavel. Aquério dividido em 2 recintos
de tamanhos iguais por um anteparo branco com uma porta transparente
(Figura 18). Num dos recintos foi disponibilizado um recurso e o outro era
vazio.
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2.1.2. Procedimentos

Individualizamos o0s peixes no recinto vazio as 10:00 h. Para avaliacdo da
preferéncia, registramos a posicao de cada peixe a cada 2,5 min das 10:00 h as 12:00 h e das
13:00 h as 15:00 h. Utilizamos monitoramento por imagem através de uma camera sem a

presenca do observador no laboratdrio.

Quando o peixe estava no recinto preferencial, realizdvamos a translocacéo para o
recinto vazio, atraves da porta, com um auxilio de um anteparo de PVC. Sugere-se que este
procedimento seja menos estressante do que o transporte do animal fora da agua (Freitas et
al., submetido®). Peixes dentro da toca foram gentilmente retirados da mesma com auxilio de
uma pequena mangueira de plastico transparente de 1 cm de didmetro. Logo apds a
translocacédo, a porta era bloqueada parcialmente com uma vareta de acrilico de forma que
permitia a abertura parcial da porta, mas ndo a passagem do peixe. Os aquarios foram
filmados por 15 min aleatoriamente entre 9:00 h e 15:00 h apds a translocacdo do peixe.
Registramos 0 numero e a taxa de toque (numero de toques/ tempo total — laténcia) na porta
de acesso ao recurso, bem como a laténcia para o primeiro toque. Esse toque foi definido

pelo contato da ponta do focinho (Galhardo et al., 2011), boca ou mordida na porta.

A cor ambiental amarela preferencial (Capitulo 2) foi fornecida através de camadas
de celofane amarelo dispostas na parte frontal e metade da superior do aquario. No outro
lado desse aquario, para equilibrar a intensidade de luz, utilizamos duas ou trés camadas de
celofane transparente. J& para o sedimento, preenchemos um dos recintos com o sedimento
de rio de granulometria média de 0,57 = 0,07 cm (Capitulo 1) até 3 cm de altura. A toca
(importante recurso para peixes: Gwak, 2003; Delicio et al., 2006; Barcellos et al., 2009;
Davey et al., 2009) disponibilizada foi um tubo de PVC branco com 10 cm de comprimento
e 5 cm de didmetro fixada no fundo do aquario a 5 cm de cada parede (posterior, lateral e
anteparo). Cada recinto do aquéario apresentava aeracdo independente na mesma intensidade
e posicdo relativa. Todos os animais foram alimentados ao término da amostragem de cada
dia, sendo distribuida na mesma quantidade nos dois recintos e, ap6s 40 min, retirhdvamos o
excesso com auxilio de puca. O comprimento padrdo dos peixes ndo diferiu entre 0s grupos
testados (ANOVA: F3¢ = 0,48; P = 0,70), sendo de 6,6 + 0,4 cm para Toca; 6,6 + 0,6 cm

para Amarelo; 6,7 + 0,5 cm para Sedimento e 6,5 + 0,5 cm para o grupo controle. A

* Freitas RHA, Negréo CA, Felicio AKC, Volpato GL. Presence and intensity of nonsocial stressors revealed
by eye-darkening patterns in Nile tilapia. Zoological Science.
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intensidade luminosa incidente nos aquarios foi de ~ 120 lux (adequada de acordo com

Capitulo 3). A temperatura também néo diferiu entre os grupos (Tabela 5).

Na primeira avaliacdo do esforco (apds 48 h de permanéncia no aquério), 0s peixes
gue nédo tinham visitado os dois recintos (2 para sedimento, 2 para toca e 4 para amarelo) nao
fizeram parte do estudo.

Tabela 5: Temperatura (média £ d.p.m.) dos diferentes grupos na amostragem da preferéncia e
esforgo. (N = 16 em cada grupo).

Amastragem Temperatura (T°C) Kruskal-Wallis
Toca Amarelo  Sedimento  Controle Hs 60 P
Preferéncia24 h' 238+0,6 231+13 239+09 23319 3,17 0,37
Esforco 48 h 233+10 226+17 240+18 231+272 4,81 0,19
Preferéncia72h 235%+0,6 234+17 239+16 233+19 1,15 0,77
Esforco 96 h 235+10 236+14 244+16 235+17 3,25 0,36

!Indica que pelo menos um peixe ndo tinha visitado o lado do recurso e ndo entrou na analise da
preferéncia em 24 h somente. Toca (N = 13), Amarelo (N = 15).

2.1.3. Andlise estatistica

Utilizamos testes paramétricos, onde a homocedasticidade foi verificada pelo Teste
de Levene e a normalidade pelo Teste de Kolmogorov-Smirnov. Analisamos a freqiiéncia de
visita (preferéncia) em porcentagem por Teste t de Student dependente em cada grupo. Para
ndo infringir as premissas paramétricas, todos os dados de esforco (laténcia, frequéncia de
toque e taxa de toque) foram transformados por \(x + 0,5). Utilizamos o Teste t de Student
independente na comparacéo do esforgo e preferéncia entre os recursos situados na direita e
esquerda para cada grupo separadamente e todos em conjunto. Empregamos a Analise de
Variancia (ANOVA) de medida repetida com um fator (48/96 h) dentro do efeito principal
(grupo) para os dados de frequéncia e taxa de toque de todos os peixes. Analisamos com
ANOVA de uma via os dados de laténcia de 48 h e 96 h separadamente, devido existir dados
dependentes e independentes entre si. Também analisamos os dados totais de esfor¢o
somente com os peixes que preferiram o recurso anteriormente ao esforco empregado através
de ANOVA de uma via pelo mesmo motivo. Para tanto, selecionamos, anteriormente, 0s
peixes que preferiram o recurso através de uma analise individual pelo Teste de Goodman

(1965) dentro da multinomial (Intervalo de Confianca ndo inclui o valor zero para A = 3,84). Em
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todos os casos, empregamos o Pds-teste de LSD. Utilizamos a correlacdo de Pearson entre

dados de preferéncia e esforco. Consideramos diferenca estatistica quando P < 0,05.

2.2. Experimento 2

2.2.1. Delineamento

A estratégia basica deste experimento (baseada em Mendonga et al., 2010) consistiu
em avaliar a preferéncia pelos mesmos recursos testados no experimento anterior (toca, cor
ambiental amarela e sedimento), porém de maneira concomitante para comparacdo de
resultados entre os experimentos. Para tanto, utilizamos um aquéario com quatro recintos de

igual tamanho, sendo trés com um dos recursos e outro sem nenhum recurso (Figura 19).

Amarelo Sem recurso

Sedimento 27 5¢cm

}‘ 27,5cm "

Figura 19: Esquema do aquario utilizado para avaliar a preferéncia
da tilapia-do-Nilo por recursos preferenciais. Aquario dividido em
quatro recintos de tamanhos iguais. A letra “A” indica o
posicionamento central da aeracéo.
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2.2.2. Procedimentos

Testamos 13 peixes individualizados em um dos quatro aquarios de vidro (60 x 60 x
25 cm de altura, com 20 cm de coluna d’agua) ap0s aclimatacdo durante 24 h. Apos esse
periodo, testamos cada peixe uma Unica vez. Filmamos (~ 1,5 m acima dos aquérios) das
9:50 h as 11:50 h e outro das 12:10 h as 14:10 h, registrando a posicdo do peixe através do
posicionamento dos olhos a cada minuto. Empregamos luz branca (~ 90 lux) difusa para nao
comprometer o registro correto do posicionamento do peixe por reflexo. Oferecemos a cor
ambiental amarela através uma camada de celofane amarelo acima do recinto e por plastico
amarelo abaixo do mesmo na parte externa do aquario. Preenchemos um recinto com o
mesmo sedimento do experimento anterior até 3 cm de altura. A toca disponibilizada foi um
tubo de PVC branco com 10 cm de comprimento (igual experimento anterior), posicionada
de acordo com a Figura 19. As divisorias entre os recintos eram de madeira com 5 cm de
largura e 7 cm de altura e fixadas no fundo do aquéario. Nao oferecemos alimentacdo durante
0 periodo experimental. O comprimento padrdo dos peixes foi de 7,2 £ 0,7 cm. A
temperatura 24,6 + 0,7 °C.

2.2.3. Andlise estatistica

Transformamos os dados da freqiiéncia de visita por Vx + 0,5 para ndo infringir as
premissas de homocedasticidade (Teste de Levene) e normalidade (Teste de Kolmogorov-
Smirnov). Utilizamos a ANOVA de medida repetida (dependéncia) e Pds-teste de LSD.
Comparamos a fregliéncia de visita de cada peixe também foi ¢ por Teste de Goodman
dentro da multinomial (1965) entre os recintos (A = 7,43). Consideramos diferenca
estatistica quando P < 0,05.

3. Resultados
3.1. Experimento 1

Néao existiu efeito da lateralidade na preferéncia e esforco realizado pelo peixe
(Tabela 6).
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Tabela 6: Comparacdo da preferéncia e esfor¢o entre os lados direito (N = 8) e esquerdo (N = 8) pelo

Teste t de Student independente.

Grupo Preferéncia/ Latenciado 1*  Frequéncia  Taxa de Preferéncia
(Recurso) Esforco toque de toque toque

t P t P t P T P

Toca 24 h/48 h 0,31 0,76 064 053 023 082 1,33%" 0,21

72 h/96 h 163" 013 125 023 036 0,72 063 054

Amarelo 24 h/48 h 1,32 022 058 057 028 0,78 020 0,84

72 h/96 h 0,08%® 094 041 069 009 093 017 0,87

Sedimento 24 h/48 h 1,28™ 022 1,92 0,08 1,82 0,09 0,667 052

72 h/96 h 0,857 041 004 096 0117 087 033 0,75

Controle 24 h/48 h 0,04 097 048 064 087 040 0,18% 0,86

72 h/96 h 0,734 050 036 073 0115 088 046 0,65

Total 24 h/48 h 0,312 0,76 050 0,62 1,11 0,27 0,712 0,48

72 h/96 h 0,90%%2 037 066 051 007 094 066 051

Numero sobrescrito indica o valor do N do lado esquerdo/direito para os casos diferentes de N = 8 em
ambos os lados. Nesses, pelo menos um peixe ndo tocou a porta (laténcia). Na preferéncia, pelo menos
um peixe ndo visitou o lado oposto ao inicial.

A tilapia preferiu visitar significativamente somente o sedimento (Figura 20). Porém,

mesmo a preferéncia nao sendo significativa, a visitacdo pelo lado do recurso foi maior que o

lado sem recurso para a toca (Figura 20). Existiu perda de interesse pelo amarelo apds 96 h

(Figura 20), pois a frequiéncia de visita pelo lado amarelo foi menor que o lado sem recurso.
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Figura 20: Frequéncia de visita (média £+ d.p.m.) pelo recurso ap6s 24 h e 72 h. Asterisco (*) indica
diferenca entre os lados com e sem recurso em cada amostragem de 24 h ou 72 h. Toca (24 h: t;; =
133eP=0,21; 72 h: t;5=1,58e P =0,13), Amarelo (24 h: t;s=1,59e P =0,13; 72 h: t;s=1,33 e P
=0,20), Sedimento (24 h: t;4 =2,93e P<0,01; 72 h: t;5 = 2,52 e P < 0,05).

Independentemente se os peixes preferiram o recurso antes do esfor¢o (Figura 21A),
a laténcia para o primeiro toque na porta foi menor para o sedimento tanto apdés 48 h
(ANOVA: F345 = 7,16; P < 0,001), quanto apds 96 h (ANOVA: F3 33 = 4,53; P < 0,01). Para
0s peixes que preferiram o recurso anteriormente ao esforco (Figura 21B) a resposta também
é a mesma, onde a laténcia é menor para o sedimento em 48 h (ANOVA: F3,7 = 3,53; P <
0,05) e 96 h (ANOVA: F3,3 = 4,69; P < 0,01). Entretanto, para esses peixes apds 48 h a
laténcia é igual entre toca e sedimento (Figura 21B; LSD: P =0,11).
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Figura 21: Laténcia (média + erro padrdo das médias - e.p.m.) para o0 primeiro toque na porta de
acesso ao recurso apds 48 h e 96 h para o total de peixes (A) e para os peixes que preferiram o
recurso anteriormente (B). Diferentes letras mindsculas indicam diferenga entre os recursos em
cada amostragem de 48 h ou 96 h.

Para todos os peixes analisados, houve efeito da interacdo entre o tipo de recurso e o
tempo da amostragem na freqiéncia de toque na porta (ANOVA: F36 = 5,63; P < 0,01). O
Pds-teste (LSD) revela que apds 48 h essa freqliéncia é maior para toca e sedimento do que o
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grupo controle (Figura 22A). Apo6s 96 h essa freqliéncia aumentou para o sedimento, sendo
que se sobressaiu dos demais (Figura 22A). Em contraposicdo, a tilapia diminuiu essa
frequéncia para o amarelo nas 96 h (Figura 22A). Para os peixes que preferiram o recurso, 0
mesmo padrdo nessa freqiiéncia de toque foi visto apds 96 h (Figura 22B; ANOVA: F334 =
18,24; P < 0,001). Para esses peixes apds 48 h, somente para sedimento essa frequéncia foi
diferente do grupo controle (Figura 22B; ANOVA: F340 =5,03; P <0,01).

Para a taxa de toque na porta também houve interacdo entre o tipo de recurso e tempo
de amostragem (ANOVA: F360 = 6,78; P < 0,001) para todos os peixes analisados. Tanto
apos 48 h quanto 96 h, a taxa de toque para toca e sedimento foram maiores que a do grupo
controle (Figura 23A). Além disso, essa taxa diminuiu para o amarelo, mas aumentou para o
sedimento das 48 h para as 96 h (Figura 23A). A taxa de toque foi maior para sedimento e
amarelo que grupo controle apos 48 h (Figura 23B; ANOVA: F3 40 = 3,87; P < 0,05) e maior
para sedimento e toca apos 96 h (Figura 23B; ANOVA: F33, = 18,37; P < 0,001), para 0s

peixes que preferiram o recurso anteriormente ao esforco.
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Figura 22: Freqiéncia de toques (média = e.p.m.) na porta de acesso ao recurso apos 48 h e 96 h
para o total de peixes (A, N = 16) e para 0s peixes que preferiram o recurso anteriormente (B).
Diferentes letras mindsculas indicam diferenca entre os recursos em cada amostragem de 48 h ou 96
h. Barras acima das colunas comparam as amostragens de cada recurso, sendo que ns indica que nédo
houve diferenga e asterisco (*) que houve diferenga. As amostragens ndo foram comparadas em B.
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Figura 23: Taxa de toque (média = e.p.m.) na porta de acesso ao recurso apos 48 h e 96 h para o
total de peixes (A, N = 16) e para 0s peixes que preferiram o recurso anteriormente (B). Diferentes
letras mindsculas indicam diferenca entre os recursos em cada amostragem de 48 h ou 96 h. Barras
acima das colunas comparam as amostragens de cada recurso, sendo que ns indica que ndo houve
diferenca e asterisco (*) que houve diferenca. As amostragens nao foram comparadas em B.
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Houve correlacéo entre a preferéncia e os dados de esfor¢o posterior somente para o

sedimento na freqliéncia e taxa de toque da segunda amostragem, tanto para o total de

peixes, quanto para aqueles que preferiram o recurso anteriormente ao esforco (Tabela 7). A

auséncia de correlagdo também ocorreu igualmente para os dois grupos de peixes.

Tabela 7: Correlacdo de Pearson entre a freqliéncia de visita ao recurso (V) e laténcia
(L), frequéncia (F) e taxa (T) de toque na porta para obter o recurso.

Total de Peixes

Peixes que preferiram

Toca Amarelo Sedimento Toca Amarelo Sedimento
V24hx R®° 0,18 0,16 0,00 0,08 0,01 0,04
L4g8h PN 0,23  0,20* 0,94 059" 0,80 0,63°
V72hx R® 0,03 0,03 0,00 0,01 _ 0,04
Lo6h PY 051® 0,73° 0,874 0,83% N=2 0,64°
V24hx R®> 0,00 0,03 0,16 0,10 0,07 0,00
F48h PY 0968 056% 0,14% 041°  0,50° 0,95
V72hx R® 0111 0,10 0,35 0,07 0,16 0,70
Fo6h PV 021%* 024" < 0,05% 047° 0,73 <0,01°
V24hx R 0,01 0,01 0,18 0,09 0,10 0,00
T48h PV 0,798 0,76 0,12% 0,44°  0,40° 0,99%
V72hx R® 0,20 0,12 0,41 0,01 0,13 0,78
To9eh PV 0,08° 0,18%° <0,01% 0,76  0,77° <0,01°

Em cinza e negrito sdo destacadas as diferencas significativas.

3.2. Experimento 2

Os resultados mostram influéncia do recurso na freqiiéncia de visita da tilapia
(ANOVA: F335 = 12,46; P < 0,001), sendo o recinto com a toca o mais visitado (Figura 24;

LSD: P < 0,001). Entretanto, nem todos os peixes escolheram o recinto com a toca. O Teste

de Goodman (1965) mostra que 8 peixes escolheram significativamente a toca, 4 o

sedimento e 1 peixe ndo escolheu nenhum recinto.
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Figura 24: Frequiéncia de visita (média + d.p.m.) nos recintos. Letras diferentes denotam diferenca
estatistica.

4. Discussao

Aqui demonstramos que a tilapia-do-Nilo se esforca para obter um recurso
preferencial e o custo desse esforco depende do tipo de recurso. Assim, a metodologia de
esforgo motivacional pode ser usada néo sO para avaliar esse estado em peixes (Galhardo et
al., 2011), mas também para hierarquizar itens para uso no enriquecimento ambiental dessa
espécie. Desses dados, vimos que o sedimento é o recurso motivacional mais importante
para a tilapia. Porém, a partir do experimento de escolha, a toca se mostrou como recurso
prioritario. Assim, sugerimos que esses dois recursos sao importantes para a tilapia-do-Nilo
e, 0 emprego dessas duas metodologias (escolha e esforco) deve ser considerado na
avaliacéo de itens que possam ser usados no enriquecimento visando oferecer ambientes que

propiciem condigdes de bem-estar nessa espécie.

Quando se usa testes de preferéncia/escolha, varios cuidados devem ser tomados
(vide Volpato, 2007, 2009; Volpato et al., 2007). Um dos importantes vieses de anélise é
saber se 0 animal ndo apresenta lateralidade para um dos locais do aparelho de teste (Volpato

et al., 2007; Stenett & Strauss, 2010). Isso foi resolvido no presente estudo, uma vez que,
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tanto o esfor¢co como a laténcia foi igual entre os dois lados do aquario para qualquer recurso

e sem recurso (Tabela 6).

O nosso presente estudo mostrou que, pelo menos em uma das variaveis analisadas
(Figuras 21 a 23), o interesse por qualquer um dos recursos foi maior que o grupo controle,
sugerindo que esses trés recursos sdo importantes. Apos 96 h no aquério teste, a tilapia
diminui a insisténcia em obter a cor amarela (Figuras 22 e 23), sugerindo que perdeu o
interesse por esse recurso e que ndo deva ser tdo importante como a toca e o sedimento.
Possivelmente, esse desinteresse esteja relacionado ao comportamento que o enriquecimento
ambiental pode proporcionar. Tocas oferecem oportunidade de esconderijo, protecdo e
intensidade de luz mais baixa. Para a tilapia-do-Nilo, as tocas oferecem protecdo contra
ataques predatérios (Kolding, 1993) e, mesmo na auséncia de predador, esses peixes
permaneceram de 75 a 98% do tempo dentro dela (Colombo et al., em preparacéo®). O
sedimento oferece possibilidade de constru¢do de ninho (Capitulo 1), que € usado para
reproducdo (Lowe-McConnell, 1958; Mendonga & Gongcalves-de-Freitas, 2008), e também
propicia local de forrageamento onde alimentos podem ficar escondidos entre os grdos de
sedimento (Webster & Hart, 2004). Porém, embora a cor ambiental amarela seja a preferida
da espécie (Luchiari et al., 2007; Capitulo 2), ndo oferece caracteristicas semelhantes as que

séo oferecidas por toca e sedimento.

De fato, a toca e o sedimento sdo importantes aos peixes por algumas razoes.
Estruturas artificiais, que servem como toca, sdo importantes para reduzir a vulnerabilidade a
predacdo em outros ciclideos (Santos et al., 2008). A presenca de tocas adequadas pode
fornecer beneficio metabolico para os peixes (Millidine et al., 2006), que pode ser
convertido em crescimento (Gwak, 2003), sugerindo que esse recurso seja realmente
importante ndo apenas no contexto da predacdo. A combinacdo de tocas com coloragédo
ambiental azul diminui a magnitude e duracdo do estresse em jundia, Rhamdia quelen
(Barcellos et al., 2009). A presenca de sedimento aumenta o crescimento, a producdo e a
sobrevivéncia em tilapia-do-Nilo (Uddin et al., 2007); é importante para garantir o bem-estar
dessa espécie (Galhardo et al., 2008; Mendonga et al., 2010; Capitulo 1) e importante para

aspectos reprodutivos em ciclideos (Takemon & Nakanishi, 1998).

Entre sedimento e toca, no primeiro experimento vemos que O primeiro é mais

relevante para a tilapia (Figuras 21 e 22). Além disso, foi o Unico recurso mais visitado que o

® Colombo AC, Freitas RHA, Volpato GL. Frustration in Nile tilapia and its effects on aggressiveness.
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lado sem enriquecimento (Figura 20), o Unico que apresentou alguma correlacdo entre
esforco e preferéncia (Tabela 7) e o Unico que a tildpia aumentou seu esforco quando testada
em 96 h no ambiente em relacdo ao teste anterior (48 h) (Figuras 22 e 23). Em quatro dias de
avaliacdo em teste de preferéncia, Delicio et al. (2006) mostraram que a tilapia-do-Nilo
escolhe sedimento somente no primeiro dia, corroborando o fato de uma possivel motivacao

inicial maior para esse recurso.

Em artigo de revisdo, Jensen & Pedersen (2008) relatam que quando a situacdo
apresenta varios recursos para estimular um comportamento especifico (nesse caso, o toque
na porta), parece relevante combinar escolha e custo de acesso ao recurso. Essa foi a
estratégia de nosso primeiro experimento; porém, a escolha s6 foi significativa para o
sedimento (Figura 20), mesmo que 0S outros recursos tenham sido considerados
preferenciais. Além disso, s6 existiu correlacdo entre o esforco e a preferéncia para esse
recurso e, mesmo assim, somente na segunda amostragem. Portanto, isso refor¢a que a
aplicabilidade do teste de escolha entre duas alternativas ndo seja muito eficiente para
consideracdes de bem-estar (como ressaltado em Volpato et al., 2007), porém pode ser mais
eficientemente considerada quando se impde um custo para alcancar uma das escolhas ja
conhecidas como preferenciais. De fato, somente consisténcia na resposta em testes de
escolha com um amplo espectro de op¢Ges pode ser considerada como preferéncia e tornam
a avaliagdo de bem-estar satisfatoria (Volpato, 2009; Browne et al., 2010; Capitulos
anteriores). A ndo permanéncia significativa em um recurso preferencial (testado
anteriormente) pode ser explicada pela divisdo do aquario em dois recintos que possam ser
pequenos para o peixe. A tilapia, mesmo ndo obtendo um recurso do outro lado da porta,
investe certo tempo para explorar esse novo local ausente de recurso. Por ser uma espécie
territorial, é possivel que isso decorra de sua tentativa de obter maior espago. Assim, quando
a porta esta fechada e do outro lado ndo existe recurso, sua motivacdo para atravessa-la
estaria na exploracdo do ambiente, uma busca por expansao territorial visto que o aquario é
pequeno. De fato, isso é corroborado pelo estudo de Galhardo et al. (2011), no qual os peixes
apos acessarem 0 recinto com sedimento através de uma porta também retornavam para o
recinto sem recurso. No presente estudo, quando na area bloqueada havia um recurso
adicional além do espaco fisico, sua motivagdo foi maior para atravessar essa barreira. Além
disso, como o padrdo de resposta foi praticamente 0 mesmo entre 0s peixes que escolheram o
recurso anteriormente ao esforco e o total de peixes independente da escolha anterior (vide

Figuras 21 a 23 e Tabela 7), reforca, ainda mais, toda essa discusséo. Ou seja, escolher mais
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uma opc¢do entre duas alternativas ndo indica, necessariamente, estar mais motivado (se

esforcar mais) para obter essa opcao escolhida.

Um fato bastante intrigante é que a tilapia-do-Nilo apresentou maior insisténcia
quando o reforco era o sedimento, mas a toca foi a mais visitada no teste de escolha
(segundo experimento). Essa incongruéncia parece sugerir que essas duas metodologias
detectem aspectos diferentes da preferéncia dos animais. Isso implica que devemos ser
cautelosos na avaliagdo dessas preferéncias. Por outro lado, nos parece mais parcimonioso
aceitar que ambas as metodologias devam ser usadas, indicando assim uma gama maior de
preferéncias, mas reduzindo-se a chance de que alguma delas seja preterida pelo método de

analise.

O favorecimento de toca, ao invés de sedimento, no segundo experimento é
conflitante com o encontrado no primeiro experimento. Conflita também com Delicio et al.
(2006) para essa mesma espécie. Porém, como esses autores usaram apenas machos adultos,
as comparacdes dos estudos ficam limitadas, pois 0s machos dessa espécie constroem ninhos
para reproducdo (Lowe-McConnell, 1958; Mendonca & Goncalves-de-Freitas, 2008) e,
provavelmente, influenciando na escolha por sedimento devido & maior motivacdo para
reproducdo. Nota-se também que escolha da populacédo foi pela toca, mas nem todos (38%) a
escolheram. Estudos de bem-estar animal, freqlentemente, atentam-se por medidas
quantitativas gerais e pouca relevancia é dada para as diferencas individuais (Fraser, 2009) e
isso merece importancia na avaliacdo do bem-estar animal®. Assim, embora mais estudos
sejam necessarios, dentre os fatores investigados no presente estudo fica claro que apenas

toca e sedimento foram preferenciais, seja pelas escolhas ou pelo esfor¢o despendido.

®Tal contexto estad presente na dissertagdo de Caroline Marques Maia (bolsa FAPESP: 2010/02953-7)
intitulada: "Diferenciacdo entre escolha e preferéncia em peixes: uma abordagem para o bem-estar”, em
desenvolvimento em nossos laboratdrios.
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CAPITULO 5:

Presenca de sedimento é tdo importante quanto alimento para a tilapia-do-Nilo

Resumo

Os testes motivacionais através do esforco para alcancar um recurso sdo utilizados para
inferir a importancia dos mesmos no bem-estar do animal. Comumente 0s recursos sao
testados sozinhos, mas sera que existe efeito aditivo na forca motivacional se os recursos
forem somados? Essa foi a primeira hipétese (i) que testamos. Também investigamos a
hipbtese (ii) de que o esforco para alcancar um ou a soma de recurso(s) ndo alimentar(es),
mas preferidos, € menor que a motivacdo para obter alimento. Além disso, testamos se 0
jejum de 48 h aumenta a motivacao por alimento em comparacdo ao jejum de 24 h, hip6tese
(iii). Avaliamos a intensidade de toques e laténcia da tilapia-do-Nilo para tocar a porta de
acesso ao(s) recurso(s): sedimento (S), cor ambiental amarela (C), toca (T), S+C (SC), ST,
CT, SCT, alimento (jejum de 24 h e 48 h). O aumento de recursos ndo gerou aumento claro
de motivagdo, portanto qualidade do enriquecimento prevalece sobre quantidade. Grupos
com sedimento (S, SC, ST, SCT) foram iguais em motivacdo ao alimento e sugerimos que
esse recurso seja tdo importante quanto alimentar-se de um dia para o outro. O tempo de 48 h
de jejum aumenta a insisténcia da tilapia para obter alimento, mas a laténcia é independente
do tempo de jejum. De maneira pratica, oferecer sedimento é importante na melhoria do

bem-estar dessa espécie.
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1. Introducéo

Estudos centrados nas preferéncias dos animais a partir do ponto de vista do animal
séo defendidos por alguns autores como prioritarios para a avaliagdo do bem-estar (Dawkins,
2006; Volpato et al., 2007). Entretanto, conhecer a forgca dessa preferéncia pode somar na
precisdo da avaliagcdo (Duncan, 2006). E, nesse ambito, alguns estudos foram realizados para
mensurar tal forgca, chamada motivacional. Métodos classicos de medir essa forca envolvem
manipulacdo do custo de acesso (e.g., peso de porta ou numero de vezes para pressionar uma
alavanca) que deve ser realizado para obter o recurso e determinar a mudanca no gasto
(motivacdo) a medida que o custo aumenta (Kirkden & Pajor, 2006). A premissa basica
nesses métodos é que um animal mais motivado “pagard” um maior custo para obter o
recurso; ou seja, que o custo esta relacionado com a motivacao proporcionada pelo recurso
(Jensen & Toates, 1993; Mason et al., 1998, 2001; Duncan, 2006; Kirkden & Pajor, 2006).

Entretanto, os artigos acerca desses métodos normalmente testam a motivagdo para se
obter um recurso isoladamente (e.g. alimento, espaco adicional, coespecificos, objetos e etc.)
e posteriormente fazem comparacdes em ordem de importancia. Até o momento, nenhum
estudo testou empiricamente se 0 aumento do nimero de recursos aumentaria o esforgo para
ganhar acesso, embora isso faca sentido, portanto testamos essa hipotese (i). Desse modo

podemos avaliar se a quantidade é mais ou menos importante que a qualidade dos recursos.

A forca motivacional tem sido investigada em mamiferos e aves (e.g. Matthews &
Ladewig, 1994; Mason et al., 2001; Sherwin, 2004; Hovland et al., 2006; Schiitz et al.,
2006; Asher et al., 2009). Em peixes, encontramos apenas um estudo que foi publicado ha
poucos meses, onde o objetivo principal foi adaptar essa metodologia para esse grupo
(Galhardo et al., 2011). Embora esse trabalho tenha comparado o esforco entre obter
alimento e ter contato social, 0s préprios autores enfatizam que ndo almejam comparar esses
recursos de maneira definitiva. Por outro lado, nés testamos recursos que sao importantes
e/lou preferenciais para a tilapia-do-Nilo, O. niloticus, espécie largamente utilizada em
piscicultura e pesquisas cientificas. Avaliamos a motivacdo para obter sedimento de rio
(definido no Capitulo 1), cor ambiental amarela (estabelecido no Capitulo 2) e toca (Delicio
et al., 2006; Colombo et al., em preparacéo®; visto no Capitulo 4). Dada a possibilidade de
comparacdo da intensidade motivacional exibida em relacdo a diferentes recursos e

estimulos, comparamos a importancia relativa dos mesmos.
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Mason et al. (2001) concluem que, para 0 mustelideo Mustela vison, 0 acesso a agua
para natacdo € tdo importante quanto o alimento, pois a privacdo desses recursos aumenta
niveis de cortisol em igual magnitude. Em peixes, Oreochromis mossambicus, o contato
social é tdo relevante quanto o alimento, pois o esforgo para acessar esses € praticamente 0
mesmo (Galhardo et al.,, 2011). Em coelhos esse contato social é quase tdo importante
quanto o alimento, pois o valor foi igual na maioria das variaveis medidas, diferindo apenas
em uma (Seaman et al., 2008). Entretanto, 0 mais comum é que o alimento seja prioritario
em relagdo a outros recursos (e.g. Matthews & Ladewig, 1994; Warburton & Mason, 2003;
Hovland et al., 2006). Dessa maneira, também avaliamos a hipotese (ii) de que o esforco
para obter alimento (recurso de sobrevivéncia basica) é maior que para obter um ou a soma
de outros recursos (sedimento, cor ambiental amarela e toca) que, necessariamente, nao
comprometam sua sobrevivéncia. Usar alimento como comparativo pode ser bastante valioso
em propiciar boas condi¢des de bem-estar (Warburton & Mason, 2003; Seaman et al., 2008).
E razoavel pensar que quando o esforco para obter alguma condicdo especifica for proximo
ao de obter alimento, essa condicdo mostra ser tdo relevante quanto alimento, sendo assim,

seria importante providencia-la no intuito de melhorar as condi¢des de bem-estar.

Nesse contexto motivacional, alguns estudos manipularam o nivel de privacao
alimentar (energia disponivel) para avaliar a motivacdo em obter alimento (e.g.; Savory &
Lariviere, 2000; Bokkers et al., 2004; Schiitz et al., 2006). Essa € uma questdo importante
nos estudos motivacionais que envolvem custo fisico (Asher et al., 2009), no caso, o esforgo
para obter recursos. Assim, como isso ndo foi testado em peixes, também investigamos se o

aumento de jejum aumenta a motivacgdo para obter alimento (terceira hipdtese - iii).

2. Material e Métodos

2.1. Delineamento

Os peixes foram individualizados em aquarios de vidro de mesma dimensdo e
estruturas internas apresentadas no Capitulo 4, sendo que um lado dispunha de recurso(s).
Ap6s 50 h de permanéncia no aquario, avaliamos o esforco para obter o(s) recurso(s). Os

seguintes grupos (N = 8) foram formados e contavam com um ou mais recursos:

64



Freitas, RHA. 2011. Avaliagéo do bem-estar da tilapia-do-Nilo a partir do esforgo para obtencédo de condigdes de preferéncia.

» Sedimento: camada de 3 cm de sedimento de rio com granulometria média de 0,57
+ 0,07 cm idéntico ao descrito nos Capitulos 1 e 4;

» Cor ambiental amarela: um lado do aquario coberto (frontal e metade da parte
superior) por uma camada de celofane amarelo;

» Toca: um tubo de PVC branco com 10 cm de comprimento e 5 cm de diametro
fixado no fundo do aquério a 5 cm da parede posterior, lateral e anteparo, idéntico
ao utilizado no Capitulo 4;

» SC: Sedimento + Cor amarela;

» ST: Sedimento + uma Toca;

» CT: Cor amarela + uma Toca;

» SCT: Sedimento + Cor amarela + uma Toca;

» Alimento 24 h: Alimento disponibilizado no momento em que avaliamos o esforco
para peixes em jejum de 24 h;

» Alimento 48 h: Alimento disponibilizado no momento em que avaliamos o esforgo

para peixes em jejum de 48 h;

2.2. Procedimentos

Apds 48 h de permanéncia no aquario e quando o peixe estava no recinto preferencial
(observado por video-monitoramento), o translocamos para o recinto vazio atraves da porta
com o auxilio de um anteparo de PVC. Os peixes dos grupos que tiveram o alimento como
estimulo foram translocados independentemente do lado em que se encontravam e, no
instante seguinte, foi oferecido o alimento no recinto oposto ao peixe. Para todos 0s grupos,
testamos 4 peixes com o(S) recurso(s) dispostos na esquerda e outros 4 na direita. Os peixes
dentro da toca foram gentilmente retirados da mesma com auxilio de uma pequena
mangueira de plastico transparente de 1 cm de didmetro. Logo apos a translocacdo, a porta
era bloqueada parcialmente com uma vareta de acrilico de forma que permitisse a abertura
parcial da mesma, mas ndo a passagem do peixe. Filmamos os aquarios por 1 h, entre 9:00 h

e 15:00 h de maneira aleatoria.

Registramos o tempo decorrido para o peixe deflagrar o primeiro toque na porta
(laténcia), assim como o numero e a quantidade de toques balanceada pelo tempo disponivel

(taxa de togue). O toque foi definido pelo contato da ponta do focinho (Galhardo et al.,
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2011), boca ou mordida na porta. Comparamos os dados dos grupos de recurso(s) nao
alimentar(es) junto com o de alimento em jejum de 24 h para testar as duas primeiras
hipoteses (i - aumento do esforco com aumento do numero de recursos; ii - esforco para
obter alimento é maior do que para obter recurso(s) ndo alimentar(es)). Para a terceira (iii)
hipétese (aumento de jejum aumenta a motivacdo para obter alimento), comparamos 0s
dados entre os grupos de alimento. A andlise das filmagens dos grupos de alimento foi
realizada baseada no método “duplo-cego”, ou seja, sem o conhecimento do grupo ao qual

pertencia o peixe (24 h ou 48 h de jejum).

Cada recinto do aquario apresentava a aeracdo independente na mesma intensidade e
posicdo relativa. A alimentacdo foi oferecida 2 h ap6s os peixes de todos 0s grupos serem
individualizados em aquérios. O alimento também foi oferecido 24 h antes da amostragem
para todos 0s grupos, com excec¢do do grupo em jejum de 48 h. O alimento foi distribuido na
mesma quantidade nos dois recintos e o excesso retirado com auxilio de puca apos 40 min. O
comprimento padrdo (CP) dos peixes e a temperatura ndo diferiram entre 0os grupos para
avaliar as hipoteses (i) e (ii) (ANOVA: F;5 = 1,62; P = 0,15 para CP e F75 = 1,00; P =
0,44 para temperatura), bem como para a (iii) (Teste t de Student independente: t34, = 0,17; P
= 0,87 para CP e t14 = 0,48; P = 0,64 para temperatura) e os dados encontram-se na Tabela 8.
A intensidade luminosa nos aquarios foi de ~ 120 lux. Para 0s grupos que contavam com a
cor ambiental amarela, o outro lado do aquério foi coberto com celofane transparente (1 a 3
camadas) para equilibrar a intensidade de luz com a do lado do(s) recurso(s).

Tabela 8: Temperatura e biometria (média + d.p.m.) nos grupos estudados.

(N =8).
Grupos Temperatura (T°C) Comprimento Padréo (cm)
Sedimento (S) 245+13 6,61 + 0,48
Cor (C) 24,2+0,6 6,76 + 1,03
Toca (T) 246+1,1 6,83+ 0,81
SC (S+C) 24,0+£0,5 6,80 + 0,56
ST (S+T) 246+0,8 7,35+ 0,63
CT (C+T) 24,6 0,9 7,38 £0,69
SCT (S+C+T) 247+11 7,31+0,73
Alimento 24 h 23,9+0,6 6,78 £ 0,45
Alimento 48 h 24004 6,74 £ 0,41
Média 24,2+0,6 6,95 + 0,69
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2.3. Andlise estatistica

Transformamos os dados por \(x + 0,5) para utilizar os testes paramétricos, onde se
adequaram com a homocedasticidade (Teste de Levene) e a normalidade (Teste de
Kolmogorov-Smirnov). Comparamos os dados totais de esforgo entre os grupos de
recurso(s) ndo alimentar(es) juntamente com o do grupo de alimento em jejum de 24 h por
ANOVA de uma via. O Teste t de Student independente foi empregado na comparacéo dos
dados totais de esforco entre os dois grupos de alimento. A ANOVA de medida repetida foi
utilizada para os dados divididos em periodos de 15 min em duas andlises: entre 0s grupos de
recurso(s) ndo alimentar(es) junto com alimento em jejum de 24 h e entre os dois grupos de
alimento. O Pds-teste LSD foi empregado em todos os casos. Ordenamos as médias dos
dados de esforco nos primeiros 15 min dos grupos de recurso(s) ndo alimentar(es)
juntamente com o grupo de alimento em jejum de 24 h e posteriormente realizamos uma
correlacdo de Pearson entre essa ordenacdo das médias dos grupos e os dados de esforco.

Diferenca estatistica foi considerada quando P < 0,05.

3. Resultados

Todos os peixes avaliados, independentemente do grupo, tocaram a porta no periodo

de observacéo de 1 h.

3.1. Hipoteses (i - aumento do esfor¢co com aumento do nimero de recursos) e (ii - esforco

para obter alimento é maior do que para obter recurso(s) nao alimentar(es))

N&o houve diferenca na freqiiéncia (ANOVA: F7s6 = 1,01; P = 0,44) e na taxa
(ANOVA: F756 = 1,01; P = 0,43) de toque total entre os grupos (Figura 25). Entretanto a
ordenacgdo das médias de laténcia foi correlacionada significativamente (Figura 26A). Além
disso, existiu diferenca na laténcia para o primeiro toque na porta (ANOVA: F7s5 = 2,19; P

< 0,05), sendo CT maior que Alimento, porém igual a Toca, Cor e ST (Figura 26B).
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Figura 25: Freqliéncia (A) e taxa (B) de toque (média + e.p.m.) na porta de acesso ao(s)
respectivo(s) recurso(s), somados ou ndo. Os recursos foram agrupados em ordem decrescente da
resposta. S: Sedimento; C: Cor ambiental amarela; T: Toca. Nao houve diferenca estatistica entre os
grupos. N = 8.
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Figura 26: Laténcia para o primeiro toque na porta de acesso ao(s) respectivo(s) recurso(s),
somados ou ndo. A: Correlacdo de Pearson entre a ordenagdo crescente da média da laténcia dos
grupos e os respectivos dados de laténcia transformados por V(x + 0,5). B: Média + e.p.m. da
laténcia, onde os recursos foram agrupados em ordem crescente de resposta. S: Sedimento; C: Cor
ambiental amarela; T: Toca. As colunas que contemplam a mesma barra acima das mesmas nédo
denotam diferenca estatisticaem B. N = 8.
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Tanto a andlise da freqiiéncia (ANOVA: F; 5 = 13,09; P < 0,001) quanto a da taxa
(ANOVA: F;5 = 26,78; P < 0,001) de toque na porta por periodos de 15 min mostraram o
efeito dos periodos na resposta. A frequéncia e a taxa de toque na porta diminuiram ao longo
do tempo, independente do grupo de recurso(s) e ndo foi mostrada graficamente. Porém, nos
dois casos as diferencas entre 0s grupos somente foram presentes nos primeiros 15 min e sao
mostradas na Figura 27. A resposta dos peixes para SC, Sedimento, SCT e ST, sendo esse
altimo somente para a taxa de toque, foi igual para Alimento. As médias dos grupos da
Figura 27 foram correlacionadas significativamente de acordo com a ordenagdo das mesmas
(Figura 28).
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Figura 27: Freqliiéncia (A) e taxa (B) de toque (média + e.p.m.) na porta de acesso ao(s)
respectivo(s) recurso(s), somados ou ndo, nos primeiros 15 min. Os recursos foram agrupados em
ordem decrescente de resposta. S: Sedimento; C: Cor ambiental amarela; T: Toca. As colunas que

contemplam a mesma barra acima das mesmas ndo denotam diferenca estatistica. N = 8.
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Figura 28: Correlagdo de Pearson entre a ordenagdo decrescente da média dos grupos da
frequéncia (A) e da taxa (B) de toque na porta de acesso ao(s) respectivo(s) recurso(s), somados ou
nao, e os proprios dados de freqliéncia (A) e de taxa (B). S: Sedimento; C: Cor ambiental amarela;
T: Toca. Dados dos primeiros 15 min transformados por V(x + 0,5). N = 8.
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3.2. Hipdtese (iii - aumento de jejum aumenta a motivagdo para obter alimento)

A Figura 29 mostrou que as tilapias em jejum de 48 h apresentaram maior frequéncia
(tia = 3,08; P < 0,01) e taxa (t14 = 3,10; P < 0,01) total de toque na porta de acesso ao
alimento que as de jejum de 24 h. Também existiu diferenca entre 0s dois grupos na
interacdo com os periodos de 15 min (ANOVA: F114 = 6,28; P < 0,01 para freqiéncia e Fy 14
=6,28; P < 0,01 para taxa de toque). Tais diferencas concentraram-se nos primeiros 30 min,
sendo iguais nos 30 min finais. Houve também, para os dois grupos, uma diminui¢do da
frequéncia e da taxa de toque ao longo do tempo, estabilizando nos Gltimos 30 min (Figura
30). Entretanto, a laténcia para o primeiro toque na porta foi igual, independentemente do
tempo de jejum (Figura 29C: t14 = 1,41; P = 0,18).
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Figura 29: Dados médios (£ d.p.m.) da freqliéncia (A), taxa de toque (B) e laténcia para primeiro
toque (C) na porta de acesso ao lado com alimento para os grupos de jejum de 24 he 48 h. N=8.
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Figura 30: Dados médios (£ d.p.m.) da frequéncia (A) e da taxa de toque (B) na porta
de acesso ao alimento para 0s grupos de jejum de 24 h e 48 h. Letras mindsculas
diferentes indicam diferenca estatistica entre os periodos de 15 min para cada grupo.
Asterisco (*) indica diferenca entre os grupos no periodo de 15 min. N = 8.
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4. Discussao

A hipotese (i) de que a motivacdo aumenta com a adicdo de recursos foi negada,
provavelmente devido ao valor razoavelmente alto de um Unico recurso testado por si sé e,
mais ainda, pelo sedimento constituir-se como um elemento importante para a tilapia-do-
Nilo. Isso é corroborado pela negacdo, também, da hipdtese (ii) de que o “prego pago” por
um recurso de sobrevivéncia basica, alimento, seria maior que outros recursos. Essa hipotese
também foi negada, pois o sedimento, associado ou ndo a outros recursos, mostrou igual
valor ao alimento em um mesmo tempo de jejum (24 h). A hipoétese (iii), entretanto, foi a

Unica aceita, pois o jejum de 48 h aumentou a motivacao alimentar.

O Capitulo anterior (4) mostrou que os trés recursos testados separadamente séo
importantes para a tilapia, onde, ao menos em uma das variaveis analisadas, a resposta €
maior que a do respectivo controle. Entretanto, a soma desses recursos ndo aumentou a
motivacdo do peixe em obté-los quando a resposta foi analisada por 1 h. Assim, o “prego
pago” para obter um desses recursos € 0 mesmo que para obter mais de um deles. A
explicagdo mais parcimoniosa seria que um desses recursos é tdo motivador quanto os trés
juntos. Nos primeiros 15 min, observa-se que associando sedimento a cor amarela (C x CS;
Figura 27) e sedimento ao amarelo com toca (CT x SCT; Figura 27A), 0 peixe aumenta o
esforco para obter os recursos, sugerindo que o recurso sedimento seja o diferencial para
aumentar a motivacao. Corroborando esse fato, SC e SCT séo iguais ao grupo de sedimento
sozinho. De qualquer maneira, comprovamos que a quantidade de recursos nao é o fator

primordial em técnicas de enriquecimento, mas a qualidade do recurso é fundamental.

Outro resultado intrigante do presente estudo e que complementa a importancia dos
recursos, bem como a importancia do sedimento, é a negacdo, também, da hipotese (ii).
Embora os peixes nos grupos de recurso(s) ndo alimentar(es) tenham exibido freqiiéncia e
taxa de toque similares no periodo total de 1 h, os dados da laténcia e dos primeiros 15 min,
bem como as suas correlages com a ordenagdo dos recursos, sustentam a idéia de que
existam algumas diferencas. Os grupos S, SC e SCT apresentaram mesma resposta que
aquela em relacdo ao alimento, em todas as andlises (Figuras 26B e 27), mostrando
motivacOes iguais em relagcdo ao alimento, um recurso primario (fisiolégico essencial de
acordo com Mason et al., 2001). O outro grupo que também apresentava sedimento, ST, sO
ndo foi igual ao alimento na frequéncia de toque nos primeiros 15 min, mostrando também

ser importante. A presenca de sedimento somente nesses grupos corrobora o fato de que tal
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recurso € valioso para a tilapia (Galhardo et al., 2008, 2009; Mendonga et al., 2010;
Capitulos 1 e 4). Como o sedimento oferece oportunidade para constru¢do de ninho para
reproducdo da tilapia-do-Nilo (Mendon¢a & Goncalves-de-Freitas, 2008; Mendonga et al.,
2010; Capitulo 1), sugerimos que tal necessidade comportamental deva ser tdo relevante
quanto alimentar-se para essa espécie, quando o periodo de privacédo de alimento ndo for tdo
prolongado (um dia). Isso subentende que a relevancia de um recurso depende ndo apenas de

sua natureza, mas de uma interacdo com a caréncia imediata do animal em relacéo a ele.

O alimento normalmente figura como o recurso mais importante para o animal em
testes motivacionais (e.g. Matthews & Ladewig, 1994; Warburton & Mason, 2003; Hovland
et al., 2006; Seaman et al., 2008). Em porcos, o0 alimento é mais importante que o contato
social ou a vontade de abrir porta (Matthews & Ladewig, 1994). O “preco maximo pago”
por machos da raposa Vulpes vulpes por comida é mais alto que aquele “pago” para ter
acesso a fémeas no cio, bem como ter contato com outros machos (Hovland et al., 2006).
Para a Mustela vision, o esforco direcionado para o alimento também foi maior que aquele
realizado para alcancar brinquedos, contato social ou piscina para banho (Mason et al., 2001,
Warburton & Mason, 2003). Porém, embora 0 “prego pago” por alimento seja o mais alto,
ndo quer dizer que a privacdo desse recurso € a que geraria maior estresse para 0 animal.
Nesse mesmo estudo do mustelideo, Mason et al. (2001) mostram que 0 aumento do nivel de
cortisol gerado pela privacdo de alimento € 0 mesmo que privar o animal de nadar. Assim,
como mostramos que a motivacgao para obter alimento é a mesma que para obter sedimento,
associado ou ndo aos outros recursos, sugerimos que privar a tilapia de construir ninho possa
ser tdo prejudicial quanto priva-la de alimentar-se por 24 h. Em outra espécie de tilapia, O.
mossambicus, 0 contato social para reproducdo também é tdo relevante quanto alimento
(Galhardo et al., 2011), sugerindo que 0s contextos de reprodugéo e alimentacdo tenham

valores proximos em ciclideos.

A motivacdo inicial para obter alimento, mensurada pela laténcia para tocar a porta
de acesso ao alimento pela primeira vez, é independente do tempo de jejum (Figura 29C), o
que sugere que o peixe tem vontade de alimentar-se de um dia para o outro. Em
contraposicdo, a laténcia é dependente da privacdo alimentar para galinhas. Essas, quando
restritas a 50% da alimentacdo diéria, respondem mais rapidamente em direcdo ao
alimentador que as restritas em 75% (Bokkers et al. 2004). Entretanto, o “preco” que a
tilapia “paga” quando esta num jejum mais prolongado € maior (Figuras 29A e 29B), assim

como as galinhas (Bokkers et al. 2004) e como em vacas (Schitz et al., 2006). Portanto, a
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laténcia ao estimulo motivador para desencadear um comportamento pode ser tanto
dependente (Bokkers et al. 2004) quanto independente (presente estudo) do “preg¢o” que o
animal “paga”, sugerindo que essas duas variaveis sejam complementares na avaliag@o
motivacional. A laténcia do pintado, Pseudoplatystoma coruscans, para se alimentar é a
mesma, esteja alimentado ou em jejum de 8 dias (Giaquinto & Volpato, 2001). Entretanto,
sob ameaca de predacdo, o tempo de resposta para alimentar-se aumenta somente para 0s
peixes alimentados (Giaquinto & Volpato, 2001). Esses autores sugerem que o estado
interno ndo seja igual entre peixes alimentados e em jejum. Nosso estudo também pode
sugerir isso, uma vez que, a motivacéo para alimentar-se foi a mesma (igual laténcia), mas o

“preco pago” (toques na porta) foi diferente.

A intensidade motivacional decaiu ao longo do tempo para todos 0S recursos,
inclusive alimento. Assim, como também sugerido em estudos de outros grupos taxondmicos
(e.g. Lewis, 1999; Gluck & Sackett, 1974), sugere-se que haja algum elemento de frustracdo
(atividade almejada, mas néo obtida) nessa situacdo. Colombo et al. (em preparacio®)
demonstram condi¢des de frustracdo comportamental em peixes, como também sugerido

neste capitulo.

Como discutido anteriormente, o sedimento é importante para 0 bem-estar de peixes
que 0 usam para a construcdo de ninhos (e.g. Galhardo et al., 2008, 2009; Mendon¢a &
Goncalves-de-Freitas, 2008; Mendonca et al., 2010; Capitulo 1, 4). Porém, adicionar
sedimento em sistemas de manutencdo de peixes pode gerar alguns problemas. Nesse caso,
um dos maiores entraves na adi¢do de sedimento como enriquecimento ambiental é a
propensdo de crescimento de microorganismos alem do aumento de matéria orgéanica
(Willians et al., 2009). Assim, o0 uso de sedimento deve ser bem planejado para que

realmente proporcione condic¢des de bem-estar.
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CONCLUSOES GERAIS

» A tilapia-do-Nilo prefere visitar sedimento com granulos proximos a 60% de sua
amplitude bucal;

> A preferéncia de visita por sedimento também pode estar associada com atividades
de forrageamento;

» O sedimento de menor granulometria é o mais escolhido para construg¢do de ninho;

> A especie escolhe preferencialmente a cor ambiental amarela abaixo de 200 lux;

> Abaixo de 200 lux, a preferéncia é em torno de 80 lux pela manhd, porém a tarde nao
existe uma preferéncia nitida e o nimero de peixes indecisos € maior;

» A tomada de decisdo por recursos preferenciais é mais pontual pela manha;

> Por andlise do esforco empreendido, o sedimento € o mais importante, entretanto, por
andlise das escolhas, a tilapia prefere tocas;

» O emprego dessas duas metodologias (escolha e esforco) deve ser considerado na
avaliacdo de itens de enriquecimento visando boas condi¢des de bem-estar;

> Ter acesso a sedimento pode ser tdo importante quanto alimentar-se para a tilpia,;

» O aumento de itens de recurso ndo aumentou o interesse em obté-los, portanto
sugerimos que qualidade do enriquecimento seja preponderante a quantidade;

> O tempo de 48 h de jejum aumenta o esforco que a tilapia “paga” para obter alimento
em comparagdo com 24 h de jejum. Entretanto, a laténcia para alimentar-se é igual
para esses dois periodos de jejum;

> De maneira pratica, oferecer sedimento parece importante na melhoria do bem-estar
de espécies de peixes que o utilizam para reproducdo, porém deve ser empregado
corretamente para que alcance esse objetivo;

» Oferecer recursos para os peixes pode melhorar as condi¢cdes de bem-estar, uma vez
que tém motivacdo para obté-los, mas isso deve ser preponderado para que realmente
tenha esse efeito benéfico.

“The more we come to understand
other animals, the more we will
appreciate them as the amazing beings
they are, and the more we will come to
understand ourselves.”

Mark Bekoff (2006, Zygon 41:71-104)
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