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RESUMO

O comportamento reprodutivo dos teledosteos envolve a selecao de parceiros
para acasalamento por meio de escolha da fémea e da disputa entre machos.
A disputa pode levar a formacao de hierarquia de dominancia, na qual os
machos dominantes tém vantagem no acasalamento por impedir que outros
machos se aproximem da fémea. Por outro lado, € possivel que a fémea
prefira machos com maior habilidade competitiva, antes da formacao da
hierarquia. Assim, para compreender os fatores que afetam a preferéncia da
fémea e se a presenca da fémea durante as competicoes fornece vantagem na
luta dos machos, realizamos dois estudos com a tilapia-do-Nilo (Oreochromis
niloticus). O primeiro estudo testou a preferéncia das fémeas em relacao a
caracteristicas indicadoras da habilidade competitiva dos machos, sem a
interferéncia da competicao entre eles. Para isso, uma fémea foi submetida
ao contato visual com dois machos isolados e a preferéncia por um deles foi
testada. Posteriormente os mesmos machos interagiram e estabeleceram a
dominancia. O macho preferido ndo se tornou dominante. Assim, nao houve
associacao entre a preferéncia da fémea e caracteristicas indicadoras da
habilidade competitiva dos machos. No segundo estudo testamos o efeito do
contato visual de um macho com uma fémea sobre a disputa hierarquica
entre machos, uma vez que as interacoes macho-fémea podem modular a
reproducao e agressao dos peixes. Para isso, um macho em contato visual
prévio com uma fémea interagiu com um macho previamente isolado até o
estabelecimento hierarquico. Porém, o macho em contato visual com a fémea
nao se tornou dominante nem emitiu maior freqiiéncia de ataques ao
oponente. A presenca da fémea causou aumento do Indice Gonadossomatico
do macho, mas isto nao afetou a hierarquia de dominancia. Concluimos que:
i) as fémeas apresentam preferéncia sexual; ii) a preferéncia das fémeas nao
esta associada a habilidade competitiva dos machos; iii) os machos
estimulados visualmente pelas fémeas, e com melhor condicdo gonadal, nao

sao favorecidos no estabelecimento hierarquico.

Palavras-chave: competicao; escolha da fémea; habilidade competitiva;

hierarquia de dominéancia; selecao sexual; reproducao.



ABSTRACT

Reproductive behavior of many fish species is performed by sexual selection
and mate choice based on male-male contests. In such situation, selection is
related to individual male competitive ability. Competition causes a social
hierarchy, and dominant fish takes advantages for mating by avoid
subordinate approach of females. Thus, it is possible that female prefer
highest competitive ability males. To understand factors affecting female
preference and, whether female presence can affect reproductive male
ability, we performed two studies with Nile tilapia (Oreochromis niloticus) to
understand the factors involved in dominance and female choice. In the first
study we tested the female preference for highest competitive ability male.
For this purpose, a female was kept in a visual contact with two males and
the preference was tested by recording time female spent near to them. After
that, both males were put together to fight, and we analyzed the chosen male
was the winner. There was no association between female choice and male
competitive ability. In the second study, we tested the effect of male visual
contact with female and we supposed this could guarantee victories in a
contest. Thus, a male was kept seeing a female during 6 days, and after that
it was paired with a 6-days isolated male until hierarchical settlement.
Female presence causes gonadosomatic index rise, but did not enhance
chances for male victory in the social contest. This means that males that
have more developed gonads do not take advantage in social interactions.
Finally, we concluded that: i) females showed preference for one male; ii)
female preference is not associated to male competitive ability; iii) visual
stimulated males by female (with better gonadal condition) have not

advantage in the hierarchy settlement.

Key-words: competition; competitive ability; female choice; social hierarchy;

sexual selection; reproduction.
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INTRODUCAO GERAL

Os peixes exibem uma variedade de comportamentos reprodutivos que
compreendem desde a simples liberacao de gametas na agua até padroes
mais elaborados, que podem envolver migracao, defesa territorial,
construcao de ninho, corte e cuidado parental (Liley & Stacey, 1983). O
comportamento sexual € regulado pelo eixo hipotalamo-hipofise-gonadas, o
qual pode ser modulado por diversos fatores, entre eles, por interacoes intra-
especificas (Francis et al., 1993; Oliveira et al., 1996; Borges et al., 1998;
Crews, 1998).

As interacoes entre individuos da mesma espécie, quer sejam intra ou
inter-sexuais, desempenham funcées importantes nos peixes, podendo
modular o estado interno dos animais, o0s niveis hormonais, o
desenvolvimento gonadal e o comportamento reprodutivo (Liley & Stacey,
1983). As interacoes inter-sexuais, além de modular o comportamento
reprodutivo (Silverman, 1978; Castro, 2004), sao importantes para o
reconhecimento especifico (Knight & Turner, 1998), para sinalizar a condicao
reprodutiva (Thompson et al., 2004), para avaliacdo e selecao sexual
(Andersson, 1994), e para a sincronizacao da reproducao (Stacey et al.,
2001). Essas interacoes também influenciam comportamentos agonisticos,
pois a presenca da fémea pode estimular a competicao entre machos (Cox &
Leboeuf, 1977), causar aumento dos niveis de androgenos, hormonios
moduladores da agressividade em teledsteos e acentuacao dos caracteres
sexuais secundarios (Borges et al., 1996; Oliveira et al., 1996).

A familia Cichlidae é caracteristica por apresentar interacdes sociais,
tanto na disputa entre machos por territorio, alimento, parceira reprodutiva,
quanto nas interacoes macho-fémea (Baerends & Baerends van Roon, 1950).
As disputas entre machos podem levar ao estabelecimento de hierarquia de
dominancia, na qual o animal dominante defende um territorio e tem acesso

preferencial as fémeas (Baerends & Baerends van Roon, 1950).



Ser dominante, para os ciclideos, implica em vantagens em relacao aos
submissos, como maior taxa de crescimento (Volpato et al., 1989), construir
ninhos em melhores locais (McKaye et al., 1990), ter acesso preferencial aos
alimentos (Baerends & Baerends van Roon, 1950), apresentar melhor
condicao gonadal (Goncalves-de-Freitas, 1993), maior frequiéncia de
acasalamento (Goncalves-de-Freitas & Nishida, 1998) e maior sucesso
reprodutivo (Wong & Candolin, 2005). Isso pode ocorrer em funcao de dois
mecanismos importantes: a disputa entre machos, denominada selecao
intra-sexual e a escolha da fémea, denominada selecao inter-sexual
(Andersson, 1994).

Na disputa entre machos varios fatores podem interferir no resultado
da hierarquia de dominancia, como o tamanho dos combatentes, a
experiéncia prévia e a residéncia prévia (Gongalves-de-Freitas, 2002).
Independente de qual fator esta influenciando a hierarquia de dominancia, o
macho dominante apresenta melhor habilidade competitiva em relacao ao
submisso, uma vez que pode excluir o dominante do acesso a alguns
recursos (Wong & Candolin, 2005). Em muitas espécies ha uma relacao
intima entre a dominancia e a preferéncia das fémeas (Wong & Candolin,
20059).

Em geral, as fémeas preferem acasalar com machos dominantes, o que
pode favorecer o acesso tanto a recursos ambientais como ao material
genético potencialmente superior desses machos (Hamilton & Zuk, 1982;
Qvarnstrém, & Forsgren, 1998). Isso indica que a selecao sexual intra e
inter-sexual podem operar mutuamente, reforcando as mesmas
caracteristicas fenotipicas e comportamentais dos machos. Porém, nao
significa que isso seja uma regra. Por exemplo, no peixe esgana-gato de trés
espinhos, Gastorosteus aculeatus, as fémeas preferem machos submissos,
uma vez que sao melhores pais em relacdo aos dominantes (Qvarnstréom &
Forsgren, 1998).

Para a escolha sexual ocorrer esta implicita a exibicao de
caracteristicas sexuais pelos machos e a avaliacao dessas caracteristicas
pelas fémeas (Andersson, 1994). A maioria dos sinais emitidos pelos machos
indica honestamente sua qualidade (Sargent et al., 1998). Dessa forma, ao

acasalar com o animal escolhido, a fémea pode obter beneficios diretos e
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indiretos (Irschick et al., 2007). Porém, ha pontos incompreendidos tanto na
disputa entre machos como na escolha pela fémea.

Na tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), um ciclideo africano, os
machos estabelecem hierarquia de dominancia, constroem ninho e atraem
as fémeas para acasalar (Lowe-McConnell, 1958). Goncalves-de-Freitas &
Ferreira (2004), observaram que as fémeas acasalam com os animais
dominantes. A principio, isso pode indicar que as fémeas reconhecem a
habilidade competitiva dos machos. Porém, € possivel que os machos
dominantes monopolizem as fémeas, como Cotton et al. (2006) discutem.
Portanto, o presente trabalho aborda dois aspectos relacionados a
dominancia: a relacao entre a dominancia e a preferéncia da fémea e o efeito
do contato visual com a fémea na hierarquia de dominancia dos machos.
Escolhemos a tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) porque, nessa espécie,
os machos disputam intensamente os territorios e o acesso as fémeas e tém
prioridade na reproducao (Baerends & Baerends van Roon, 1950; Lowe-
McConnell, 1958; Goncalves-de-Freitas & Nishida, 1998; Wong, 2004).

Nosso primeiro estudo investigou a relacdo entre a preferéncia das
fémeas e a habilidade competitiva dos machos, baseada em avaliacao de
caracteristicas indicativas de tal habilidade. Nossa hipotese € que as fémeas
preferem machos com melhor habilidade competitiva e, portanto, escolhem
machos que se tornarao dominantes. Para testar esta hipotese, avaliamos a
preferéncia da fémea em contato visual com dois machos. Posteriormente os
machos interagiram fisicamente, até o estabelecimento hierarquico, mas sem
que a fémea assistisse a interacao. Assim, testamos a relacao entre a selecao
inter-sexual e a selecao intra-sexual na tilapia-do-Nilo.

No segundo estudo testamos o efeito do contato visual com uma fémea
no estabelecimento hierarquico entre machos, também com a tilapia-do-Nilo.
Castro (2004) verificou que machos de tilapia-do-Nilo que permaneceram em
contato visual com fémeas durante 5 dias apresentaram gonadas mais
desenvolvidas. O desenvolvimento gonadal depende de hormonios
androgenos, como a testosterona (Liley & Stacey, 1983), que, quando
aumentados, podem aumentar a agressividade em machos (Munro &
Pitcher, 1983; Crews, 1998). Portanto, testamos a hipotese de que o contato

visual com uma fémea aumenta as chances de o macho tornar-se dominante
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em um confronto subsequente. Para testar esta hipoétese um macho
previamente estimulado visualmente por uma fémea interagiu com outro
macho, previamente isolado, até o estabelecimento hierarquico. Assim,
testamos se o contato visual com a fémea aumenta as chances de o macho

ser dominante.
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ESTUDO 1- RELACAO ENTRE A
PREFERENCIA SEXUAL DAS FEMEAS E A
HABILIDADE COMPETITIVA DOS MACHOS
DE TILAPIA-DO-NILO

INTRODUCAO

Na maioria das espécies animais ha alguns machos que obtém
vantagem reprodutiva em relacdo a outros e essa vantagem € resultante de
dois mecanismos importantes: a competicdo entre machos e a escolha da
fémea (Andersson, 1994). Tanto a competicao entre machos (selecao intra-
sexual) quanto a escolha da fémea (selecao inter-sexual) fazem parte da
selecao sexual. Os distintos papéis sexuais entre machos e fémeas ocorrem
em funcao de uma diferenca de sucesso de fertilizacao e de acasalamento
entre os sexos (Rios-Cardenas, 2005). Nos peixes o gasto energético
reprodutivo € geralmente menor nos machos, os quais sao sexualmente mais
ativos em relacao as fémeas (Forsgren et al. 2004). Ja as fémeas apresentam
um alto gasto energético na producao de gametas (Rios-Cardenas, 2005;
Andersson & Simmons, 2006) e investem na selecao de parceiros para a
reproducao (Andersson, 1994).

Ao discriminar e selecionar parceiros as fémeas podem obter beneficios
diretos, como sua protecdo, aumento da taxa de fertilizacao e acesso a
melhores recursos, ou beneficios indiretos, como o aumento do sucesso
reprodutivo (Berglund, 1996; Barbosa & Magurran, 2006; Lailvaux &
Irschick 2006). As fémeas podem wusar -caracteristicas fenotipicas e
comportamentais dos machos para avaliar a qualidade e escolher o parceiro
adequado (Andersson, 1994). As caracteristicas sexuais e os displays de
corte dos machos sao alguns dos sinais utilizados pelas fémeas como forma

de acessar a qualidade dos machos (Barbosa & Magurran, 2006). As fémeas
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ainda podem utilizar outras caracteristicas, como coloracao nupcial,
ornamentos, presentes nupciais, liberacao de feromoénios etc. (Andersson,
1994). Ao acasalar com o animal escolhido a fémea pode aumentar seu
sucesso reprodutivo (Barbosa & Magurran, 2006). No peixe esgana-gato
(Gasterosteus aculeatus), por exemplo, a fémea tem maior sucesso
reprodutivo quando acasala com o animal escolhido (Kraak et al., 1999).

Os machos, por sua vez, exibem suas qualidades as fémeas. A maioria
dos sinais emitidos pelos machos indica honestamente suas qualidades
(Sargent et al., 1998). Em Oreochromis mossambicus, por exemplo, os
machos que cortejam mais as fémeas sdao dominantes, constroem ninhos
maiores, tém maiores niveis de andrégenos, Indice Gonadossomatico (IGS=
peso umido das gonadas/peso umido corporal. 102) e papila genital (Oliveira
et al., 1996). Sheldon (1994) sugere, em um estudo com aves, que o nivel de
atividade sexual do macho pode servir como uma fonte potencial de
informacdo sobre sua fertilidade. E possivel que o mesmo seja valido para
peixes, pois em Poecilia reticulata os machos que cortejam mais as fémeas
também liberam uma maior quantidade de esperma (Matthews et al., 1997).
Dessa forma, a sinalizacdo dos machos, quer seja a exibicao de
comportamento de corte, construcao de ninho ou mudanca de coloracao,
pode indicar suas habilidades para as fémeas (Barbosa & Magurran, 2006).

Para os machos, uma forma de aumentar o sucesso reprodutivo é
aumentar o numero de parceiras reprodutivas, o que favorece a poliginia na
maioria das espécies (Andersson, 1994). Para aumentar o numero de
parceiras, € preciso disputa-las com seus oponentes (Rios-Cardenas, 2005).
Uma das formas de disputa é o estabelecimento de hierarquia de
dominancia, na qual os dominantes tém acesso prioritario aos recursos
disputados (Sloman & Armsntrong, 2002). Implicita a hierarquia de
dominancia esta a existéncia de variacdoes individuais comportamentais e
fenotipicas entre os machos (Anderson, 1994), denominadas por Sloman &
Armstrong (2002) de habilidade competitiva.

A habilidade competitiva de um macho pode favorecé-lo tanto na
disputa com outros machos quanto na escolha pela fémea, uma vez que, em
espécies que estabelecem hierarquia, o sucesso reprodutivo dos machos esta

associado a dominancia (Weir et al., 2004). Assim, encontramos uma
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discrepancia na habilidade competitiva dos machos, com alguns animais
apresentando melhor habilidade e sendo dominantes, mais atrativos,
apresentando maior freqiiéncia de acasalamento, maior sucesso reprodutivo
e acesso desproporcional as fémeas, em relacao aos submissos (Hoglund &
Alatalo, 1995; Qvarnstrom & Forsgren, 1998; Reichard et al., 2005). No
peixe esgana gato (Gasterosteus aculeatus), por exemplo, os machos
dominantes estabelecem territérios maiores e em areas mais abertas, o que
aumenta sua visibilidade para as fémeas, enquanto os submissos possuem
territorios menores, com mais vegetais e menor visibilidade as fémeas
(Candolin & Voigt, 2001).

Na maioria das espécies, os animais selecionados na competicao entre
machos também sao preferidos pelas fémeas e apresentam maior sucesso
reprodutivo (Qvarnstrém & Forsgren, 1998). Em Gambusia holbrooki, por
exemplo, as fémeas preferem acasalar com o macho dominante (Bisazza &
Marin (1991). A preferéncia das fémeas por vencedores de disputas
hierarquicas pode ocorrer porque a dominancia atua como um sinal
confiavel de alta qualidade e/ou porque os machos dominantes podem
oferecer potenciais beneficios diretos e indiretos as fémeas (Qvarnstrom &
Forsgren, 1998). Assim, varios estudos mostram que a preferéncia da fémea
esta baseada na dominancia ou em caracteristicas associadas ao status de
dominante (Candolin 1999, 2000; Berglund & Rosenqvist, 2001). Dessa
forma, a competicao entre machos pode facilitar a escolha da fémea quando
esta prefere uma caracteristica relacionada a dominancia (Candolin, 1999;
Wong, 2004). Para que isso ocorra, uma determinada caracteristica do
macho deve fornecer vantagem tanto na competicao com outros machos
quanto na escolha da fémea. Em Rhodeus sericeus, por exemplo, os machos
maiores sao favorecidos tanto na escolha da fémea quanto na competicao
com outro macho (Reichard et al., 2005).

Entretanto, o resultado da competicao entre machos pode divergir da
escolha da fémea (Qvarnstrém & Forsgren, 1998; Ostlund-Nilsson & Nilsson,
2000). As fémeas de Pseudomugil signifer e Pomatoschistus minutus
(Forsgren, 1997) nao preferem os machos dominantes. Os machos de P.
signifer realizam cuidado parental e os dominantes nao sao melhores pais

em relacdo aos submissos. Nestas espécies, a fémea escolhe os animais que
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exibem maior frequiéncia de corte, os quais também tém maior sucesso
parental (Wong, 2004).

Embora a selecao sexual seja relativamente bem estudada em
diferentes grupos animais, ainda nao compreendemos a importancia relativa
da selecao intra e inter-sexual, responsaveis por grande discrepancia no
sucesso reprodutivo de machos dentro de um grupo (Hoglund & Alatalo,
1995).

De acordo com Goncalves-de-Freitas & Nishida (1998), machos
dominantes de tilapia-do-Nilo tém prioridade no acasalento. Porém, nao
sabemos se o maior sucesso de acasalamento dos dominantes € resultante
da exclusao do macho submisso do territério do dominante, ou se a fémea
escolhe alguma caraceristica indicadora da habilidade competitiva dos
machos. Portanto, nosso objetivo foi identificar os critérios de preferéncia
sexual utilizados pelas fémeas e investigar a associacao entre a preferéncia e
a habilidade competitiva dos machos de tilapia-do-Nilo. Nossa hipotese é que
a fémea prefere machos com melhor habilidade competitiva, mesmo sem
assistir a interacao agonistica. Assim, esperamos que os machos preferidos

se tornem dominantes em confrontos hierarquicos simétricos.
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MATERIAL E METODOS

A tilapia-do-Nilo - Oreochromis niloticus (Linnaeus, 1759)

A tilapia pertence a familia Cichlidae, caracteristica por apresentar
interacoes competitivas entre machos (Baerends & Baerends van Roon,
1950) e escolha sexual das fémeas (Kidd et al., 2006; Couldrige & Alexander,
2001). E uma das espécies mais importantes na aquicultura mundial (FAO,
2008) e apresenta sistema de acasalamento do tipo poliginico, com machos
disputando intensamente os territorios e o acesso as fémeas (Lowe-
McConnell, 1958; Wong, 2004). Os machos estabelecem hierarquia de
dominancia por meio de interacdes agressivas, defendem um territorio e
constroem ninho no substrato, o qual é utilizado como sitio para
acasalamento (Lowe-McConnell, 1958). Apos a desova, a fémea recolhe os
ovos na boca e afasta-se do ninho, cuidando da prole até a fase larval (Lowe-
McConnell, 1958).

A hierarquia de dominancia na tilapia-do-Nilo esta intimamente
relacionada a sua estratégia reprodutiva, na qual o dominante tem acesso
prioritario as fémeas (Goncalves-de-Freitas & Nishida, 1998). Assim,
consideramos que os machos dominantes apresentam melhor habilidade
competitiva em relacdo aos submissos. O padrao de coloracao dos machos
varia de acordo com seu contexto social e/ou estagio reprodutivo (Falter,
1987; Volpato et al., 2003). Porém, nao ha dimorfismo sexual evidente nessa

espécie (Afonso & Leboute, 1993).

Procedimentos Gerais

O experimento foi realizado no Laboratério de Comportamento Animal
do Departamento de Zoologia e Botanica, da UNESP de Sao José do Rio
Preto, entre os meses de maio e julho de 2007. Foram utilizados exemplares
adultos de tilapia-do-Nilo, criados na mini-estacao de piscicultura da UNESP
de Sao José do Rio Preto. Os peixes foram previamente aclimatados em
laboratorio, em caixas d’agua de cimento amianto (1 peixe. SL-1), por um

periodo minimo de 15 dias antecedendo os experimentos. Os animais foram
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alimentados com racao para peixes tropicais (28% de proteina bruta),
fornecida duas vezes ao dia (até a saciacao aparente). O fotoperiodo foi
controlado para luz das 07:00 as 19:00 h e a temperatura foi mantida por

aquecedores em 26 * 2°C.

Desenho Experimental

O experimento consistiu em testar a preferéncia da fémea em relacao a
habilidade competitiva dos machos. Para isso, uma fémea foi submetida ao
contato visual com dois machos, localizados em aquarios individuais (Figura
1), e a preferéncia por um deles foi testada. Posteriormente, os dois machos
foram pareados para o estabelecimento da hierarquia de dominancia, sem
que a fémea assistisse a interacdo. Avaliamos a associacdo entre a
preferéncia da fémea e a habilidade competitiva dos machos (dominante ou
submisso). Assim, este experimento foi dividido em duas etapas: 1) teste de

preferéncia sexual; 2) teste de dominancia.

1) teste de preferéncia sexual: consistiu em avaliar a preferéncia da fémea
a partir do contato visual com dois machos de mesmo tamanho. O aquario
da fémea foi pareado com dois aquarios, contendo um macho em cada um
(Figura 1). Foram colocados anteparos entre os aquarios dos machos e entre
os aquarios da fémea e dos machos. Uma fémea foi introduzida no 2° dia de
experimento e no 3° dia seu comportamento foi filmado por 15 minutos para
avaliar a preferéncia da fémea por um dos lados do aquario. Todo tipo de
contato entre os machos foi evitado. O intervalo de um dia entre a
introducao da fémea (2° dia) e a sua filmagem (3° dia) teve a funcao de
aclimata-las ao aquario e reduzir a influéncia de experiéncias sociais prévias
no experimento. No quarto dia, o anteparo entre o aquario da fémea e dos
machos foi retirado e o contato visual inter-sexual foi permitido por 15
minutos para avaliar a preferéncia da fémea (Figura 2), que foi inferida pelo
tempo que a fémea permaneceu dentro da zona de preferéncia, direcionada

para um dos machos.
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2) teste de dominancia: no 5° dia de experimento os machos
utilizados no teste de preferéncia sexual foram retirados de seus respectivos
aquarios e introduzidos simultaneamente em um aquario neutro para o
estabelecimento hierarquico. A interacao dos machos foi filmada por 43
minutos. As filmagens ocorreram no periodo da tarde, entre as 14:00 e
17:00h, pois, de acordo com Gongcalves-de-Freitas & Nishida (1998), esse € o
periodo em que esta espécie reproduz em laboratério. Nessa fase, nenhum
contato entre a fémea e os machos foi permitido.

Analisamos a associacao entre a preferéncia da fémea (teste de
preferéncia sexual) com habilidade competitiva dos machos (teste de
dominancia). Caso a fémea escolhesse o animal que se tornou dominante,
poderiamos afirmar que ha associacao entre preferéncia das fémeas e

habilidade competitiva dos machos.

Aqudarios e condigoes do experimento

Todos os animais foram previamente anestesiados com benzocaina
(160 mg L'!) para a biometria e sexados visualmente pelo meétodo de
coloracao da papila genital, descrito por Afonso & Leboute (1993). Para o
teste de preferéncia sexual, os machos foram introduzidos em aquarios
individuais (40x 30x 40 cm; 42 L) pareados e mantidos nessas condicoes
por S dias. As fémeas foram mantidas por 3 dias em aquarios de (60x60x40
cm; 126 L). Os machos foram individualmente reconhecidos por cortes nas

nadadeiras caudais, como descrito em Fernandes & Volpato (1993).
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Figura 1. Esquema dos aquarios utilizados no teste de preferéncia sexual. O

anteparo opaco impediu qualquer contato entre os machos.

As paredes laterais e posteriores dos aquarios dos machos e as
paredes laterais dos aquarios das fémeas foram cobertas por plastico azul,
pois, conforme Volpato & Barreto (2001) a cor azul reduz o estresse na
tilapia-do-Nilo. Todos os aquarios foram equipados com um filtro biolégico,
para oxigenacao e manutencao da qualidade da agua, e uma camada de 2
cm de cascalho de rio. A quantidade de alimento foi calculada para cada
peixe e fornecida duas vezes ao dia, sendo 1% do peso corpoéreo fornecido no
periodo da manha e 1% no periodo da tarde.

Foram utilizadas 13 réplicas, cada uma composta por dois machos de
mesmo tamanho e uma fémea. O tamanho dos machos em cada réplica foi
controlado para nao interferir no resultado da hierarquia de dominancia
(Volpato & Fernandes, 1994). O peso e comprimento padrao dos machos
utilizados foram, respectivamente, 46,72 + 1,43 ge 11,06 £ 0,1 cm (média +
erro padrao). As diferencas maximas de peso e comprimento entre os
machos de cada réplica foram, respectivamente, de 7 g e 0,2 cm. Para as
fémeas, as médias e erro padrao de peso e comprimento foram,

respectivamente, 35,0 + 1,3 ge 10,1 + 0,009 cm.
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Os filtros biologicos, os termostatos e o substrato foram dispostos
igualmente em todos os aquarios para evitar qualquer interferéncia do

ambiente na preferéncia da fémea.

Dia 0 1 2 3 4 5
| | | | | |
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dos machus fEmea (em comportamento da filmazem interagin e
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teste de preferéncia teste de dorminineia
semal

Figura 2. Cronograma do experimento.

Ao término do experimento todos os peixes foram mortos em solucao
letal de benzocaina (1000 mg L-1) e dissecados para confirmacao do sexo,

extracao das gonadas e calculo do Indice Gonadossomatico.

Indicador de preferéncia sexual

O teste de preferéncia consistiu em avaliar o tempo de interacdao da
fémea com um os machos. Porém, € possivel que haja preferéncia da fémea
por um dos compartimentos dos machos. Assim, realizamos um teste
controle, antes de permitir o contato visual com os machos. No 3° dia,
comparamos o tempo gasto pela fémea em cada lado do aquario. Na parede
anterior dos aquarios das fémeas uma marca longitudinal dividiu o aquario
em duas metades, correspondentes ao tamanho dos aquarios dos machos.
Esta marca permitiu visualizar e quantificar o tempo que a fémea passou
nos lados direito e esquerdo.

Para inferir a preferéncia da fémea quantificamos o tempo de
orientacao da fémea para cada um dos machos, no 4° dia de experimento.
Este tempo foi computado quando a cabeca da fémea estava dentro da zona
de preferéncia (Figura 1) e voltada para um dos machos. A zona de

preferéncia foi uma area imaginaria, escolhida arbitrariamente
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(correspondeu a 12 % da area total do aquario), assim como fizeram
Couldridge & Alexander (2001). Este parametro € uma medida indireta de
escolha, utilizada em outras pesquisas sobre selecao sexual em peixes
(Forsgren, 1997; Wong, 2004). Kidd et al. (2006) constatou que, nos ciclideos
Metriaclima zebra e M. benetos, as medidas indiretas de escolha sexual,
como a orientacdo da fémea para os machos, correspondem a medidas
diretas, como a desova com o macho escolhido.

Em cada réplica separamos o macho que a fémea interagiu mais
tempo, considerado “preferido”, e o que a fémea interagiu menos,
considerado “nao preferido”. Em seguida, agrupamos os machos “preferidos”
para comparar os parametros fisiologicos e/ou comportamentais com os nao

“preferidos”.

Caracteristicas preferidas pelas fémeas

Algumas caracteristicas fisiologicas e/ou comportamentais dos
machos, como coloracao, freqiiéncia de ondulacao, de construcédo de ninho e
condicao gonadal foram avaliadas para identificar quais critérios de
preferéncia as fémeas utilizam. Assim, comparamos as caracteristicas dos

machos preferidos e nao preferidos.

Coloracdao dos machos

Os machos dominantes e submissos apresentam coloracdo corporal
diferente (Falter, 1987; Volpato et al., 2003). Assim, € possivel que a exibicao
de coloracdo de dominancia ou submissao sirva como um indicador da
habilidade competitiva dos machos. Por isso, a coloracao dos machos
(durante a interacao visual com a fémea) foi avaliada e classificada em uma
escala de 1 a 3, sendo 1 a coloracao neutra (tonalidade escura, com todas as
faixas longitudinais presentes; tipica de animais submissos); 2 a coloracao
intermediaria (tonalidade clara, poucas faixas longitudinais presentes); 3
coloracao clara (corpo totalmente claro, sem nenhuma faixa longitudinal e
iris totalmente clara; tipica de animais dominantes). Durante os 15 minutos
de interacao visual macho-fémea, a cor dos machos foi avaliada em
intervalos de 3 minutos (1°, 4°, 7°, 10° e 13° minutos). Os S escores de cada

animal foram somados e divididos por 5. Assim, cada animal teve um valor
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numeérico para sua coloracao, a qual foi comparada entre os machos
preferidos e nao preferidos. Esta classificacdo da coloracdo dos animais em
escores foi utilizada em estudos prévios de selecao sexual em peixes (Wong,

2004; Forsgren, 1997).

Ninhos

Goncalves-de-Freitas (1999) observou que, em espacos confinados,
como em condicoes de laboratério, apenas os machos dominantes da tilapia-
do-Nilo constroem ninhos. O ninho esta associado a defesa de territorio e a
reproducao (Gongalves-de-Freitas & Nishida, 1999). Além disso, ha
correlacdo positiva entre o investimento em ninho dos machos e a visitacao
de fémeas (Mendonca, 2006). Por isso, avaliamos a relacdo entre a
construcao de ninho e a escolha da fémea, comparando a freqiiéncia de

construcao de ninhos entre machos preferidos e nao preferidos.

Comportamento de corte

Na tilapia-do-Nilo o comportamento ondulatorio faz parte da corte e €
descrito por Gongcalves-de-Freitas (1999) como uma ondulacao vigorosa do
corpo do animal no sentido antero-posterior. A freqiiéncia de comportamento
ondulatorio emitido pelos machos foi quantificada e comparada entre
animais preferidos e nao preferidos. Cada ondulacao foi registrada quando o
peixe comecava e terminava o comportamento, independente da duracao ou

intensidade dos movimentos.

Gonadas

Segundo Bozynski & Liley (2003), em Poecilia reticulata, os machos
com maior quantidade de espermatozoides cortejam mais as fémeas. Este
estudo sugere que o comportamento sexual do macho reflete sua condicao
reprodutiva, uma vez que um maior numero de espermatozoides pode
aumentar o sucesso de fertilizacdo. Assim, avaliamos a condicao reprodutiva
dos machos pelo calculo do Indice Gonadossomatico e comparamos entre
machos preferidos e nao preferidos. Na tilapia-do-Nilo o IGS € um bom

indicador do estado funcional das gonadas (Babiker & Ibrahim, 1979).
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Teste de Domindncia

A habilidade competitiva dos machos foi inferida pelo resultado do
estabelecimento hierarquico. Consideramos que o macho dominante possui
melhores habilidades competitivas em relacdo ao submisso. Os animais
dominantes foram identificados visualmente. E possivel identificar o
momento do estabelecimento hierarquico quando apenas um animal emite
ataques, enquanto o oponente foge incessantemente (Volpato et al., 1989;
Goncalves-de-Freitas & Ferreira, 2004). Apos o estabelecimento hierarquico
o dominante apresenta coloracao corporal clara, sem listras verticais
(Volpato et al., 2003) e passa a ocupar a posicao central no aquario,
geralmente deslocando o submisso para camadas superiores (Goncalves,

1993).

Associacao entre preferéncia e habilidade competitiva dos machos
Para testar a associacdo entre preferéncia sexual das fémeas e
habilidade competitiva dos machos, comparamos a porcentagem de animais

preferidos que se tornou dominante.

Andlise estatistica

Os dados discrepantes (outliers) foram extraidos e substituidos pelas
meédias (Zar, 1999; Volpato, 2007). Todos os dados foram submetidos ao
teste de mnormalidade (Shapiro-Wilk) e entao procedidos os testes
parameétricos ou nao paramétricos, de acordo com Zar (1999).

O teste qui-quadrado foi utilizado para comparar o tempo gasto pela
fémea dentro e fora da zona de preferéncia, a porcentagem de machos
preferidos e nao preferidos que se tornou dominante e o efeito da marcacao
na nadadeira caudal sobre a dominancia (Zar, 1999). O teste exato de Fisher
foi utilizado para comparar a freqiiéncia de construcao de ninho por machos
preferidos e nao preferidos. O teste t para amostras independentes foi usado
para comparar a freqiiéncia de ondulacao, a coloracao e o IGS entre machos
preferidos e nao preferidos. O teste t para amostras dependentes foi utilizado

para comparar o tempo gasto pela fémea em cada lado do aquario e a
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interacao da fémea com os machos (Zar, 1999). Para se atribuir qualquer

diferenca estatistica o nivel de significancia utilizado foi de 0,05.
Nota ética

Este estudo foi conduzido de acordo com os principios do Colégio

Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA — www.cobea.org.br).
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RESULTADOS

Teste de preferéncia sexual
No teste controle ndo houve diferenca no tempo gasto pela fémea nos
lados direito e esquerdo do aquario, quando esta estava em isolamento (test t

para amostras dependentes, t= - 1,73; p= 0,10; Figura 3).

12

tempo gasto pela fémea (min)
»

lado direito lado esquerdo

Figura 3. Média * erro padrao do tempo gasto pela fémea em cada lado do

aquario (test t para amostras dependentes, p= 0,10; n=13).

A area da zona de preferéncia correspondeu a apenas 12% da area
total do aquario e as fémeas permaneceram mais tempo dentro da zona de
preferéncia do que fora dela (média * erro padrao do tempo gasto pela fémea:
dentro da zona de preferéncia 9 * 0,89 min; fora da zona de preferéncia 6 *
0,89 minutos; qui-quadrado, x2= 11,34, p= 0,0008).

O tempo de interacdo da fémea com os machos preferidos foi maior
que o tempo com os machos nao preferidos (test t para amostras

dependentes, t= 0,45; p<0,0007; Figura 4).
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Figura 4. Média * erro padrao do tempo de interacao das fémeas com os
machos preferidos e nao preferidos (test t para amostras dependentes, * p=

0,0007; n=13).

Os machos preferidos e nao preferidos ondularam igualmente para as

fémeas (test t para amostras independentes; t= 1,24; p= 0,22; Figura 5).

Coloracdo dos machos

Nao houve diferenca de coloracao entre os machos preferidos e nao
preferidos (teste t para amostras independentes, t= -0,08; p= 0,93; n=13). A
meédia + erro padrao dos escores de coloracdao dos machos preferidos foi 1,54

*+ 0,11 e dos nao preferidos, 1,55 + 0,13.

Gonadas e ninhos

Nao houve diferenca no IGS dos machos preferidos e nao preferidos
(teste t para amostras independentes, t= 0,30; p= 0,76; Figura 6). Também
nao houve diferenca na frequiiéncia de construcao de ninho entre os machos
preferidos e nao preferidos. Dos animais preferidos, 46% construiram ninho
e, dos nao preferidos, 62% construiram (teste exato de Fisher, p= 0, 69;

n=13).
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Figura 5. Média * erro padrao da freqiiéncia de ondulacao emitida pelos
machos preferidos e nao preferidos (teste t para amostras independentes, p=

0,22; n= 13).
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Figura 6. Média + erro padrdao do Indice Gonadossomatico dos machos
preferidos e mnao preferidos pelas fémeas (teste t para amostras

independentes, p = 0,76; n= 13).
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Teste de dominancia

Os cortes nas nadadeiras caudais, utilizados para a marcacao
individual, nao afetaram o resultado da hierarquia de dominancia. Dos
machos dominantes, 54% tiveram o corte superior na nadadeira caudal e
46%, o corte inferior (qui-quadrado, x2= 0,07; p= 0,78; n= 13). O tempo

meédio para o estabelecimento hierarquico foi de 25,7 £ 14,3 minutos.

Associagdo entre preferéncia e habilidade competitiva dos machos
Nao houve associacao entre a preferéncia da fémea e a habilidade
competitiva dos machos. O macho preferido se tornou dominante em 31%

dos casos e, o submisso, em 69% (qui-quadrado; x2= 1,9; p = 0,16; n= 13).
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DISCUSSAO

Este estudo constatou que as fémeas da tilapia-do-Nilo apresentam
preferéncia sexual, mas que a preferéncia, sem assistir a interacao
agonistica, nao esta associada a habilidade competitiva dos machos, uma
vez que os machos preferidos nao foram dominantes.

As fémeas de ciclideos apresentam preferéncia sexual (Taylor et al.,
1998; Kidd et al., 2006; Couldridge & Alexander, 2001; Nelson, 1995) e o
contato visual com os machos € suficiente para a avaliacao e escolha do
parceiro (Couldridge & Alexander, 2001; Forsgren, 1997; Kodrie-Brown,
1993; Wong, 2004). Castro (2004) verificou que, na tilapia-do-Nilo, o contato
visual macho-fémea estimula respostas reprodutivas em ambos os sexos
(Castro, 2004), indicando ser uma via sensorial importante na reproducao
dessa espécie.

Embora tenhamos utilizado uma medida indireta de escolha sexual (o
tempo de interacdo com os machos), Kidd et al. (2006) e Couldridge &
Alexander (2001) validaram esta metodologia e Seehausen et al. (1998) fazem
uma analogia do tempo gasto pela fémea proximo a um macho ao
comportamento natural de visita de fémeas aos ninhos dos machos. Assim,
concluimos que este indicador de escolha sexual também seja valido para a
tilapia-do-Nilo.

As caracteristicas dos machos avaliadas no experimento, como
freqiéncia de ondulacado, coloracdo, construcdo de ninho e IGS, embora
sejam validas para outras espécies (Forsgren, 1997; Kodrie-Brown, 1993;
Wong, 2004; Matthews et al., 1997), nao foram utilizadas como critérios de
preferéncia pelas fémeas de tilapia-do-Nilo. Porém, ndo podemos descartar a
possibilidade de um conjunto de caracteristicas atuarem simultaneamente e
afetarem a preferéncia das fémeas. Cortejar uma fémea, investir em goénada,
ninho e na coloracao corporal implica em alto gasto energético para os
machos (Wootton, 1991), podendo até reduzir a taxa de crescimento e afetar
as geracoes futuras (Rangely & Godin, 1992; Munthali, 1996). Assim, como a
maioria dos sinais emitidos pelos machos sao honestos (Barbosa &

Magurran, 2006), esperamos que sinalizacao dos machos da tilapia-do-Nilo
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para as fémeas seja um indicador honesto de qualidade. Portanto, &€ possivel
que as caracteristicas dos machos que analisamos interfiram na escolha das
fémeas, mas estas podem basear a escolha em multiplas caracteristicas.
Outras espécies de peixes utilizam multiplas caracteristicas dos machos na
escolha sexual (Hankison & Morris, 2003; Kuinzler & Bakker, 2001). Kuinzler
& Bakker (2001) identificaram os critérios de preferéncia da fémea ao
manipular varias caracteristicas dos machos em uma animacao
computadorizada de animais executando comportamento de corte. Assim, a
manipulacao virtual das caracteristicas dos machos permitiu identificar os
critérios de preferéncia das fémeas. Além disso, Lailvaux & Irschick (2006)
sugerem que para compreender as caracteristicas selecionadas pelas fémeas
€ preciso analisar o estado fisiologico e a performance do individuo como um
todo. Significa analisar outras caracteristicas além das comumente
utilizadas, como resisténcia, forca da mordida, condicao muscular,
performance natatoria, taxa metabodlica, nivel de glicose, de lipideos etc.
(Lailvaux & Irschick, 2006). Embora alguns parametros sejam facilmente
mensurados, outros dificultam tais estudos.

No presente experimento ndo encontramos relacao entre a preferéncia
da fémea e a construcao de ninho pelos machos. Segundo Wong & Candolin
(2005) a preferéncia das fémeas pode estar relacionada com qualidade do
territorio dos machos. Porém, mantivemos os machos em condicoes iguais, o
que impede que a preferéncia por qualidade do territorio apareca. Contudo, o
territorio dos machos, na tilapia-do-Nilo, nao fornece nenhum recurso
alimentar ou de outro tipo para as fémeas (MacBay, 1961). No entanto, &
possivel que os melhores territorios aumentem a visibilidade as fémeas,
como acontece em Cyrtocara eucinostomus. Nessa espécie, os machos que
constroem ninhos mais altos tém maior visitacdo das fémeas e maior
frequiéncia de acasalamento (McKaye et al., 1990). Dessa forma, informacoes
sobre onde um territério ou ninho foi construido e o seu tamanho podem ser
importantes para as fémeas (Wong & Candolin, 2005).

Wong & Candolin (2005) discutem que assistir as interacoes
competitivas entre machos facilita a avaliacao de estimulos e a escolha do
parceiro adequado (Wong & Candolin, 2005). Assim, a competicao entre

machos pode facilitar a deteccao de animais com melhor qualidade ou a
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deteccao das diferencas entre os machos, em funcao da honestidade dos
displays e do numero de estimulos usados na escolha sexual (Wong &
Candolin, 2005). Todavia, no presente experimento a fémea nao assistiu a
interacdo. Assim, € possivel que, na condicao de simetria imposta as fémeas
e sem assistir a interacao, as fémeas nao reconhecam e, consequentemente,
nao prefiram machos com melhor habilidade competitiva. Além de assistir a
interacdo, €& razoavel supor que a fémea escolha o parceiro apés o
estabelecimento hierarquico e assim, os dominantes sinalizariam
indubitavelmente suas qualidades.

Os ciclideos sao caracteristicos pelas intensas disputas entre machos
por acesso a territorios e a fémeas (Wong, 2004). Segundo Beehler & Foster
(1988) nos animais que reproduzem em sistema de leque, as diferencas de
sucesso reprodutivo entre machos sao resultados primariamente da
competicdo dos e secundariamente da selecdo por fémeas. A dominancia e a
monopolizacao podem limitar as oportunidades das fémeas exercerem suas
preferéncias por parceiros (Cotton et al., 2006). Contudo, ainda que a fémea
de tilapia-do-Nilo prefira um parceiro, nao ha garantia de que a reproducao
ocorrera com ele, pois os machos dominantes podem monopolizar as fémeas
e impedir o acesso dos submissos. Em G. aculeatus, por exemplo, a fémea
acasala com o macho dominante quando ha livre interacao entre machos
competidores (Ostlund-Nilsson & Nilsson, 2000). Todavia, quando o contato
fisico entre os machos é impedido, o acasalamento nem sempre ocorre com o
macho dominante, confirmando que a interacdo do dominante com seus
rivais interfere no resultado do acasalamento (Ostlund-Nilsson & Nilsson,
2000). O dominante pode interferir no resultado do acasalamento ao
atrapalhar a corte de machos rivais, dificultar a atracdo de fémeas e
confundir sua escolha (Ostlund-Nilsson & Nilsson, 2000).

Birkhead & Mpoller (1993) sugerem que as fémeas podem ser agentes
meramente passivos na decisdo de quem sera o pai da sua prole. Essa idéia
pode ser valida para a tilapia-do-Nilo e é reforcada pela existéncia de
multiplos pais em proles de fémeas desta espécie (Fessehaye et al., 2006).
Além disso, Goncalves-de-Freitas & Nishida (1998) relataram a ocorréncia de
comportamento oportunista na tilapia (sneaking behaviour). Contudo, ao

acasalar com o dominante, ainda que seja compelida, a fémea pode obter
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vantagens, pois os dominantes podem excluir machos rivais e, como
consequéncia para as fémeas, reduzir os riscos de injurias e aumentar as
chances de sobrevivéncia (Qvarnstrém & Forsgren, 1998). Além disso,
reproduzir com um macho com melhor habilidade competitiva pode
aumentar o sucesso reprodutivo da fémea (Berglund, 1996) e conferir
viabilidade dos seus genes para a prole (Hojesjo et al., 2002).

A confirmacao da selecao sexual em fémeas de tilapia-do-Nilo abre
possibilidades para testar a relacao entre a escolha da fémea e as vantagens
diretas e indiretas decorrentes desta escolha. Nao sabemos se, na tilapia-do-
Nilo, o resultado da competicao entre machos aumenta o sucesso
reprodutivo das fémeas. Porém, outros estudos sao importantes para
compreendermos quais os beneficios diretos e indiretos para as fémeas ao
reproduzir com um macho escolhido ou dominante e possivelmente

implementar técnicas de reproducao de peixes na aquicultura.
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ESTUDO 2 - EFEITO DA INTERACAO COM A
FEMEA NA HIERARQUIA DE DOMINANCIA
EM MACHOS DE TILAPIA-DO-NILO

INTRODUCAO

A limitacao de recursos no ambiente, como alimento, abrigo, sitio e
parceiro reprodutivos pode levar os animais a competicdo intra-especifica
(Krebs & Davies, 1996). As interacoes sociais intra-especificas nas disputas
por recursos pode resultar em hierarquia de dominancia, na qual os machos
lutam entre si e os vencedores (dominantes) tém acesso prioritario aos
recursos (Huntingford & Turner, 1987).

A hierarquia de dominancia pode beneficiar tanto o macho dominante
quanto o submisso, pois reduz os custos de sérias injurias aos animais em
relacado a sistemas sociais mais instaveis (Sloman & Armstrong, 2002).
Porém, os machos dominantes obtém outras vantagens em relacdo aos
submissos, como o maior sucesso de acasalamento (Weir et al., 2004).
Implicita a hierarquia de dominancia esta a existéncia de variacoes
individuais comportamentais e fenotipicas entre os peixes (Anderson, 1994),
denominadas por Sloman & Armstrong (2002) de habilidade competitiva e
que interferem no estabelecimento hierarquico. Assim, a habilidade
competitiva de um macho pode resultar em dominancia e,
consequentemente, em aumento do sucesso reprodutivo (Andersson, 1994).

Varios sao os fatores que afetam a dominancia em peixes, como a
residéncia prévia (Huntingford & Garcia de Leaniz, 1997), o tamanho
corporal (Chellappa et al., 1989) e a experiéncia de luta (Dugatkin, 1997).
Chase et al. (1994) mostraram que a experiéncia de luta € influenciada pelo
resultado do ultimo confronto, conhecido como efeito ganhador e perdedor

(winner and loser effect). Assim, o animal que teve uma experiéncia prévia de
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dominancia tem maiores chances de ganhar um confronto com um
oponente.

O efeito ganhador e perdedor também ocorre em contexto reprodutivo.
Machos com experiéncia prévia de dominancia cortejam mais as fémeas em
relacao aos machos com experiéncia de submissdao (Amorim & Almada,
2005). Estes estudos evidenciam que tanto a corte quanto a hierarquia de
dominancia sao influenciadas por interacoes sociais anteriores, mais
especificamente por experiéncias de lutas. Assim, a interacao social prévia
pode influenciar o estabelecimento hierarquico e a reproducao dos peixes.

A interacdao com fémeas é uma forma de interacdo social e pode
induzir alteracoes fisiolégicas e comportamentais em machos, tanto no
contexto reprodutivo como no contexto agonistico. Em Poecilia reticulata
(Bozynski & Liley, 2003), por exemplo, o contato visual com a fémea causa
aumento do volume de esperma no macho. Para Bozynski & Liley (2003), o
aumento do volume de esperma do macho parece ser uma resposta a
disponibilidade de fémeas em condicao de desova. Além disso, em P.
reticulata, os machos com maior quantidade de espermatozoides cortejam
mais as fémeas (Bozynski & Liley, 2003). Esses fatores, em conjunto,
permitem o acesso a um maior numero de fémeas e o aumento do sucesso
reprodutivo do macho, em espécies poliginicas (Hoglund & Alatalo, 1995).

A presenca da fémea também pode induzir outras respostas em
machos, como incitar a competicao (Cox & LeBoeuf, 1977) e aumentar a
motivacao sexual (Gaudemar et al., 2000). Castro (2004) verificou que, na
tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) o contato visual com a fémea durante 5
dias é suficiente para causar um aumento do Indice Gonadossomatico (IGS=
peso umido das gonadas/peso umido corporal. 102) dos machos. O
desenvolvimento gonadal dos machos esta correlacionado positivamente aos
seus niveis de testosterona (Yaron et al., 1983), hormoénio com papel
primario no controle do comportamento agonistico e sexual em vertebrados,
incluindo os peixes (Crews, 1998).

Oliveira et al. (1996) verificaram que, em O. mossambicus, os machos

dominantes sao mais eficientes em defender um territorio, apresentam
maiores concentracoes de hormoénios esterdides e maior IGS. Assim, é

possivel que o aumento do IGS dos machos esteja associado a um aumento
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da agressividade. Dessa forma, a interacao visual com a fémea, ao modular o
desenvolvimento gonadal dos machos (via alteracao dos niveis de
androgenos), poderia atuar como estimulo para os machos se tornarem
dominantes. Portanto, nossa hipotese € que a interacao com a fémea

aumenta as chances de um macho tornar-se dominante na tilapia-do-Nilo.
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MATERIAL E METODOS

A tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus)

A tilapia pertence a familia Cichlidae, apresenta sistema de
acasalamento poliginico (lek poliginy) e interacdes intra-sexuais e inter-
sexuais bastante evidentes (Baerends & Baerends van Roon, 1950; Amorim
& Almada, 2005).

Os machos defendem wum territorio, estabelecem hierarquia de
dominancia, constroem um ninho circular, escavando o substrato com a
boca, e atraem fémeas para acasalar (Goncalves-de-Freitas & Nishida, 1998).
A desova ocorre no ninho e, em seguida, a fémea recolhe os ovos na boca e
afasta-se para incubar e cuidar dos ovos (Goncalves-de-Freitas & Nishida,
1998). A dominancia esta associada a reproducao, uma vez que os machos
dominantes apresentam maior sucesso de acasalamento (Goncalves-de-
Freitas & Nishida, 1998; Goncalves-de-Freitas, 1999). Nesta espécie é
possivel realizar a sexagem visualmente, ha facilidade para manutencao e
reproducao em laboratorio, além de ser uma das espécies mais importantes

na aquicultura mundial (FAO, 2008).

Procedimentos Gerais

O experimento foi realizado no Laboratério de Comportamento Animal
do Departamento de Zoologia e Botanica, da UNESP de Sao José do Rio
Preto, entre os meses de outubro de 2006 e janeiro de 2007. Os exemplares
adultos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus), utilizados foram criados na
mini-estacao de piscicultura da UNESP de Sao José do Rio Preto. Os peixes
foram previamente aclimatados em laboratorio, em caixas d’agua de cimento
amianto (1 peixe/SL), por um periodo minimo de 15 dias anterior aos
experimentos. O alimento foi fornecido duas vezes ao dia (até a saciacao
aparente), o fotoperiodo controlado para luz das 07:00 as 19:00 h, e a

temperatura mantida em torno de 27° C, por meio de aquecedores .

Desenho Experimental
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O experimento consistiu em testar o efeito do contato do macho com
uma fémea no estabelecimento hierarquico subsequente. Para isso, dois
machos permanecerem em uma das condicoes: em contato visual (visual)
com uma fémea ou em isolamento (isolado), ambos por 6 dias (fase
estimulo). Posteriormente, os dois machos utilizados na fase estimulo
interagiram e estabeleceram a hierarquia de dominancia (fase interacao
agonistica).

Durante a fase estimulo dois aquarios foram pareados, sendo que na
condicao visual um macho foi introduzido no aquario do lado esquerdo e
uma fémea no aquario do lado direito (Figura 1a). Na condicao isolado um
macho foi introduzido no aquario do lado esquerdo e o lado direito foi igual a
condicao visual, mas sem a fémea (Figura 1b). Ao término deste periodo os
machos foram transferidos para um aquario neutro e entao teve inicio a fase
de interacao agonistica (Figura 1c).

Na fase de interacao agonistica, um macho da condicao visual e um da
condicao isolado foram transferidos para um aquario idéntico ao utilizado na
fase estimulo. Eles permaneceram por 43 minutos (suficiente para o
estabelecimento hierarquico - Carvalho, 2004) para estabelecerem a
hierarquia de dominancia e a interacao agonistica foi filmada. Apos a
interacdo dos machos todos os peixes foram mortos por solucdo letal de
benzocaina (1000 mg L-!) para a extracao das gonadas, calculo do IGS e

biometria. Foram realizadas 14 réplicas para cada condicao.

Aqudarios e condigcoes do experimento

Todos os animais permaneceram em aquarios (40x30x40 cm - 36 L)
equipados com filtros biologicos individuais para a manutencao da qualidade
da agua e aeracao constante. Os animais receberam diariamente 2% do peso
corporal em racao (para peixes tropicais, proteina bruta 28%), divididos em

dois momentos: inicio da manha e final da tarde.
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Figura 1. Esquema dos aquarios utilizados na fase estimulo, nas condicoes
visual (a) e isolado (b) e na fase interacao agonistica (c). Em ambas as
condicoes um macho foi mantido no aquario do lado esquerdo. Na condicao
visual (a) o aquario do lado direito foi ocupado por uma fémea e na condicao
isolado o mesmo aquario permaneceu nas mesmas condicoes, mas sem a
fémea. Apos 6 dias, os machos foram agrupados para estabelecimento da

hierarquia de dominancia (c).

Para evitar o contato entre animais de réplicas ou condicoes diferentes,
as laterais dos aquarios foram revestidas por plastico azul opaco. Os
aquarios foram cobertos por uma tela de nylon azul (presa ao aquario) para
evitar que os peixes saltassem do aquario. A cor azul foi escolhida por

reduzir o estresse na tilapia-do-Nilo (Volpato & Barreto, 2001).

Hierarquia de dominancia

Os machos foram individualmente reconhecidos por cortes feitos nas
nadadeiras caudais, como descrito por Fernandes & Volpato (1993). Em
cada dupla de machos foi feito um corte superior em um peixe e um corte
inferior no oponente. Assim, das 14 réplicas, 7 machos da condicao visual e
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7 da condicao isolado foram marcados com cortes superiores nas nadadeiras
caudais e, o restante, marcados com cortes inferiores.

Para testar o efeito da interacdo com a fémea na competicdo entre
machos avaliamos a interacdao agonistica e a porcentagem de machos das
condicoes visual e isolado que se tornou dominante. Comparamos a
freqiéncia de comportamentos agonisticos emitidos por machos das
condicoes visual e isolado, somando, para cada peixe, os confrontos
paralelos, frontais e laterais, a ondulacdo e a perseguicao emitidos. Os
comportamentos analisados foram baseados nos etogramas descritos por
Gongalves (1993) e Alvarenga & Volpato (1995), sintetizados no anexo 1.

A interacao agonistica foi quantificada até o estabelecimento
hierarquico. Caso haja efeito da condi¢cao no estabelecimento hierarquico, €
possivel identifica-lo até o momento em que a hierarquia € definida. Apos o
estabelecimento hierarquico o submisso para de emitir ataques e foge
incessantemente dos ataques do oponente (ver Neat et al., 1998). Assim, a
freqiiéncia de ataques apods o estabelecimento hierarquico € influenciada
pelo resultado da luta e nao reflete necessariamente o efeito da condicao. O
dominante também pode ser identificado por ocupar posicdo central no
aquario e apresentar coloracao mais clara e sem listras verticais, em relacao
ao submisso (Volpato et al., 2003).

Como o tamanho e peso dos combatentes influenciam no
estabelecimento hierarquico (Beeching, 1992, Gongcalves-de-Freitas, 2002),
esses parametros foram padronizados. Utilizamos machos de peso e
tamanho semelhantes (diferencas maximas de 0,19cm e 11g em cada
réplica) em cada réplica (Tabela 1). As meédias de peso e comprimento
padrao das fémeas foram, respectivamente, 30,1 + 1,5g e 9,5 £ 0,17cm
(média + erro padrao).

Outro fator que interfere na hierarquia de dominancia € a residéncia
prévia: o animal que habita um territério previamente tem maiores chances
de ser dominante (Deverill et al., 1999). Para evitar a interferéncia da
residéncia prévia no estabelecimento hierarquico, os machos foram
introduzidos ao mesmo tempo em um aquario igual ao utilizado na fase

estimulo, mas desconhecido pelos dois machos.
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Tabela 1. Peso e comprimento padrao (média + erro padrao) dos machos

utilizados no experimento (n=14).

Condicao Peso (g) Comprimento padrao
(cm)
Visual 31,22+ 1,6 9,82 +0,16
Isolado 31,61+1,5 9,88 +0,16
Valor de p* 0,54 0,14

* test t pareado

Andalise das gonadas

O IGS é um indicador do estado funcional das gonadas (Babiker &
Ibrahim, 1979) e, em machos de tilapia-do-Nilo ha correlacao positiva entre o
IGS e os niveis de androgenos, hormonios moduladores da agressividade em
peixes (Munro & Pitcher, 1983; Yaron et al., 1983;). Por isso, comparamos o

IGS entre machos da condicao visual e isolado.

Andlise estatistica

Os dados discrepantes (outliers) foram extraidos das amostras e
substituidos pelas médias (Zar, 1999; Volpato, 2007). Todos os dados foram
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e entao procedidos os
testes nao paramétricos (Zar, 1999).

A porcentagem de dominancia foi comparada entre as condicoes pelo
teste do qui-quadrado. O IGS foi comparado por Mann-Whitney e a
freqiéncia de comportamentos agonisticos foi comparada por teste de
Wilcoxon (Zar, 1999). Foi considerado p < 0,05 para atribuir diferenca

significativa.
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RESULTADOS

Hierarquia de domindancia

O tempo meédio de interacao até o estabelecimento hierarquico foi de
23,6 + 11,3 minutos (média + erro padrao). Os cortes nas nadadeiras
caudais nao interferiram no estabelecimento hierarquico, uma vez que, dos
machos dominantes, 50% foram marcados com corte superior e 50% com
corte inferior.

Os machos da condicao visual nao obtiveram vantagem na interacao
com os machos da condicao isolado. Nao houve diferenca na porcentagem de
dominancia entre machos das condi¢oes visual e isolado (qui-quadrado, x2=
1,96; p= 0,16; Figura 2). Da mesma forma, ndo houve efeito da condicao na
freqiiéncia de comportamentos agonisticos emitidos pelos machos (Figura 3).
A freqiéncia de comportamentos agonisticos emitidos pelos animais das
condicoes visual e isolado foi semelhante (teste de Wilcoxon, t= -1,0; p=

0,31).
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Figura 2. Porcentagem de machos dominantes nas condicoes visual e
isolado (Qui-quadrado, p= 0,16; n= 14).
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Nao houve diferenca entre o IGS dos peixes da condicao visual e
isolado (Mann-Whitney, U= 97.5, p= 0.53), conforme ilustra a figura 4.
Porém, como encontramos uma grande discrepancia nos valores do IGS
(minimo 0,13 e maximo 1,43), separamos apenas os animais IGS acima da
mediana (ver Castro, 2004). Ao realizar esta analise verificamos que os
machos da condicao visual apresentaram maior IGS (Mann-Whitney, U=

13,0; p= 0,04), conforme ilustra a figura 5.

Freqiiéncia de comportamentos
agonisticos/min.

visual isolado

Figura 3. Frequéncia média (+ erro padrao) de comportamentos agonisticos
totais emitidos pelos machos nas condicoes visual e isolado (n= 14; teste de

Wilcoxon, p= 0,31).
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Figura 4. Média * erro padrao do Indice Gonadossomatico dos machos das

condicoes visual e isolado (Mann-Whitney, p= 0,53; n= 14).
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Figura 5. Média t erro padriao dos Indices Gonadossomaticos acima da

mediana, nas condicoes visual e isolado (Mann-Whitney, * p= 0,04; n= 8).
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DISCUSSAO

O presente estudo constatou que a interacao entre macho e fémea de
tilapia-do-Nilo ndao aumenta as chances do macho tornar-se dominante. Os
machos que tiveram contato visual prévio com uma fémea nao foram
dominantes nem emitiram mais ataques aos machos da condicao isolado.

Embora as multiplas vias sensoriais possam estimular a reproducao
dos peixes (Rowe, 1999), na tilapia-do-Nilo o contato visual € suficiente para
estimular uma resposta reprodutiva no parceiro (Castro, 2004) e por isso
essa via sensorial foi utilizada e testada como um estimulo para a defesa de
territorio e estabelecimento hierarquico.

Como o tamanho corporal dos combatentes e a residéncia prévia
interferem no estabelecimento da hierarquia de dominancia em peixes (ver
Sloman & Armstrong, 2002), os dois fatores foram neutralizamos ao usar
machos de mesmo tamanho interagindo em territorio neutro. A experiéncia
prévia dos machos influencia a agressividade em lutas subsequentes: os
dominantes ou vitoriosos comportam-se mais agressivamente e o0s
submissos ou derrotados exibem um menor grau de comportamentos
agonisticos (Wallen & Wojciechowski-Metzlar, 1985; Hsu & Wolf, 1999;
Karino & Someya, 2007). Esse efeito, conhecido como “ganhador e perdedor”
(winner and loser), aumenta as chances de um macho dominante vencer um
confronto subsequiente (Chase et al., 1994). No presente experimento nao
controlamos o efeito da experiéncia prévia dos machos na hierarquia de
dominancia. Uma forma de anular o efeito da residéncia prévia € isolar os
animais antes de utiliza-los nos experimentos (Oliveira et al., 2005). Porém,
os machos utilizados nas duas condicoes foram coletados aleatoriamente em
uma caixa de agua com machos e fémeas (1 peixe. SL-1). A chance de utilizar
um macho com experiéncia prévia de dominancia € a mesma nas duas
condicoes. Assim, a experiéncia prévia pode ter influenciado no resultado
das lutas, mas a probabilidade de favorecer um animal da condicdo visual
ou isolado € a mesma. Portanto, € pouco provavel que a experiéncia prévia
dos machos tenha interferido na freqiiéncia de dominancia das condicoes

visual e isolado. Essas consideracoes validam nosso experimento.
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Embora tenhamos criado uma situacao de confronto entre machos
aparentemente simétrica, outros fatores podem interferir no estabelecimento
hierarquico. Lailvaux & Irschick (2006) sugerem que fatores como o estado
nutricional dos combatentes, a forca da mordida, a resisténcia e a condicao
interna podem interferir no resultado de uma luta. A condicdo interna dos
combatentes pode ser avaliada por meio de parametros fisiologicos como
taxa metabodlica, consumo de oxigénio, glicemia, niveis de hormoénios de
crescimento, cortisol, testosterona etc. (Sloman & Armstrong, 2002;
Guderley & Couture, 2005). Contudo, os papéis decisivos em uma interacao
agonistica podem ser o estado interno dos combatentes e/ou os custos
potenciais para o combate, como as injurias consequentes de perseverar em
uma luta acirrada (Lailvaux & Irschick, 2006).

O isolamento pode aumentar a agressividade em ciclideos (Figler et al.,
1986; Goncalves-de-Freitas & Mariguela, 2006). Na tilapia-do-Nilo ndo ha
registro deste efeito. Caso ocorra, os machos da condicdo isolado teriam
maiores chances de tornar-se dominante ou emitiriam maior freqiiéncia de
ataques. Porém, no presente experimento os machos que permaneceram
isolados ndo emitiram uma maior freqiiéncia de comportamentos agonisticos
aos oponentes, nem tornaram-se preferencialmente dominantes. Assim, €
pouco provavel que o isolamento tenha afetado a agressividade dos machos.
Por outro lado, é possivel que o isolamento tenha aumentado a motivacao
agressiva igualmente ao contato com a fémea e, por isso, nao observamos
diferenca significativa. No entanto, nado encontramos uma forma mais
adequada do que essa para servir de controle neste estudo.

Em concordancia com o estudo de Castro (2004), os machos da
condicao visual apresentaram maior IGS, indicando um efeito do contato
visual com a fémea na condicao gonadal do macho. Neat et al. (1998)
constatou que, na Tilapia zillii, os machos com melhores condi¢coes gonadais
vencem as disputas territoriais. Assim, para a T. zillii a condicao gonadal
parece ser a causa da dominancia. No entanto, o mesmo nao € valido para a
tilapia-do-Nilo, uma vez que os machos com maior IGS nao foram
dominantes. Oliveira et al. (1996) verificaram que, em Oreochromis
mossambicus, o maior IGS dos dominantes € consequiéncia da dominancia e

nao causa. Nessa espécie, a producao de androgenos no macho dominante
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aumenta apos a definicao da hierarquia de dominancia (Oliveira et al.,
1996). Assim, em O. mosambicus e O. niloticus, a condicao gonadal dos
machos nao determina a dominancia.

De acordo com Francis et al. (1993), o IGS, os niveis hormonais e os
neurdonios da area pré-optica hipotalamica aumentam apos os animais
tornarem-se dominantes, em estudos com o ciclideo Haplochromis burtoni.
Além disso, Oliveira et al. (2005) demonstraram que nao € a luta que modula
os niveis de androgenos e sim o resultado dela. Quando um macho de O.
mossambicus interage com sua imagem no espelho, sem que haja dominante
e submisso, seus niveis de androgenos nao se alteram (Oliveira et al., 2005).
Isso indica que a modulacdo dos andrégenos ocorre apos o estabelecimento
hierarquico (Oliveria et al., 2005). Por isso, no presente experimento os
machos da condicao visual, embora tivessem uma melhor condicao gonadal,
refletida pelo IGS, nao foram dominantes na interacao agonistica.

Apesar de o contato visual com a fémea nao interferir na hierarquia de
dominancia dos machos, nao podemos excluir qualquer beneficio deste
contato aos machos. E possivel que a elevacdo do IGS aumente a taxa de
fertilizacdo dos ovos, uma vez que reflete o aumento do numero de
espermatozoides (Stockley et al., 1997). Segundo Stockley et al. (1997), tanto
o IGS quanto o numero e tamanho dos espermatozéides aumentam com o
aumento da intensidade da competicido de esperma. Assim, este maior
investimento gonadal permite ao macho aumentar seu sucesso reprodutivo
(Balshine et al., 2001). Porém, na tilapia-do-Nilo, um maior investimento em
gonadas nao garante aumento de sucesso reprodutivo, pois, como em outros
ciclideos poliginicos, os machos precisam disputar territorios e fémeas com
os oponentes para reproduzirem (Baerends & Baerends van Roon, 1950).
Dessa forma, para essa espécie, machos com maiores IGS podem nao ser
favorecidos na reproducao, caso nao sejam dominantes.

Uma situacao em que uma melhor condicao gonadal poderia permitir
maior sucesso reprodutivo € na reproducao por sneaking behaviour, descrita
na tilapia-do-Nilo por Goncalves-de-Freitas & Nishida (1998). Adotando esta
estratégia reprodutiva oportunista que nao requer defesa de territorio nem
atracao as fémeas. Dessa forma, uma melhor condicdo gonadal, entendida

como um maior numero e/ou motilidade de espermatozoides, poderia
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aumentar as chances dos espermatozoides fecundarem os o6vulos das
fémeas.

O presente estudo mostrou que o contato visual com a fémea induz
um aumento do IGS nos machos, mas nao fornece vantagem na interacao
agonistica. No entanto, € preciso testar o efeito da interacao com a fémea na
hierarquia de dominancia em confrontos assimétricos, com variacoes de
tamanho ou residéncia prévia e com a participacao de varios animais, pois
pode haver interacdo entre os fatores que interferem na dominancia
(Goncalves-de-Freitas, 2002). Assim, para uma compreensao mais ampla do
papel que a fémea exerce na motivacao sexual e agonistica do macho, novos

estudos em diferentes contextos sociais devem ser realizados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostrou que as fémeas de tilapia-do-Nilo apresentam
preferéncia sexual, mas essa preferéncia nao esta associada a caracteristicas
indicadoras da habilidade competitiva dos machos. Assim, os machos
preferidos nao tornaram-se dominantes. Portanto, o maior sucesso
reprodutivo dos machos dominantes pode estar relacionado mais a
competicdo entre machos do que a preferéncia, ou as fémeas precisam
assistir as interacoes competitivas para avaliar e escolher o parceiro
reprodutivo. Além disso, a interacdo com a fémea, embora cause um
aumento do IGS nos machos, nao aumentou as chances de um macho
tornar-se dominante. Para a tilapia-do-Nilo o IGS nao € um bom preditor de
dominancia.

Para a compreensao mais detalhada dos efeitos das interacoes sociais
na reproducdo e interacdo agonistica dos peixes, outros estudos devem ser
desenvolvidos, simulando diferentes contextos sociais. O conhecimento das
interacoes sociais podera contribuir para a adequacao de técnicas de
manutencao e reproducao dos peixes, visando uma melhor produtividade e

levando em conta o bem-estar animal.
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ANEXO 1

Tabela 1. Etograma da interacao agonistica de Oreochromis niloticus,

baseado em Gongcalves (1993) e Alvarenga & Volpato (1995).

Comportamento

Confronto frontal

Confronto

paralelo

Confronto lateral

Ondulacao

Perseguicao

Descricao

Dois animais se aproximam frontalmente e, com a
boca aberta, justapoem as mandibulas e se
“empurram”, ondulando vigorosamente a regiao
caudal do corpo

Dois animais posicionam-se lado a lado, voltados
para o mesmo sentido ou em sentidos opostos.
Ondulam simultaneamente o corpo, sem que ocorra
contato fisico

Um animal se aproxima de outro e ataca a regiao
lateral do oponente com mordidas ou golpes com a
boca aberta

Um animal ondula vigorosamente o corpo no sentido
antero-posterior. Este padrao é semelhante ao
confronto paralelo, mas € emitido por apenas um
individuo

Um animal nada em direcdo ao outro, acompanhando
sua trajetoria. Pode culminar em ataques ao
perseguidor ou numa natacao mais rapida do animal

perseguido, distanciando-se do oponente
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