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“Recognize that the very molecules that make
up your body, the atoms that construct the
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were once the centers of high mass stars that
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atomically. That’s kinda cool! That makes me
smile and | actually feel quite large at the end
of that. It’s not that we are better than the
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- Neil deGrasse Tyson



RESUMO

Todos o0s experimentos comportamentais com peixes em cativeiro
envolvem meétodos de manipulacdo e enriquecimento ambiental.
Pesquisadores utilizam diferentes métodos com o fim de obter respostas mais
confiaveis, ou porque a utilizagdo um método alternativo e mais complexo néo
acarretaria em grande mudanca nos resultados obtidos. Contudo, avaliagdes
formais acerca do efeito do uso de tais métodos sobre as respostas
comportamentais de peixes sdo raras. NOs apresentamos aqui uma avaliacéo
do efeito do uso de quatro métodos comumente empregados em estudos
experimentais sobre duas variaveis comportamentais. Individuos de Crenuchus
spilurus foram transferidos dos seus aquarios estoque para 0S aquarios
experimentais de quatro formas diferentes, aqui denominadas: “método
comum”, “ndo exposicdo ao ar’, “exposicdo sucessiva’ e “dither fish”. NOs
medimos o efeito dessas diferentes formas de manipulacdo sobre o
deslocamento dos peixes no aquario experimental e o tempo em que eles se
mantiveram longe de uma zona de conforto (uma medida de ousadia). Nossos
resultados indicam que o método empregado influencia nas respostas as
variaveis comportamentais. A simples transferéncia usando redes de aquérios
(aqui chamado de “método comum”) pode ser adequado em estudos em que o
pesquisador pretende avaliar o comportamento exploratorio e deslocamento no
aquario. Utilizar um aparato para a transferéncia dos peixes (tratamento “nao
exposi¢cao ao ar”) pode ser indicado para estudos em que uma movimentagao
ativa seja indesejada. Embora amplamente utilizado para este fim, a exposicéo
dos individuos ao ambiente experimental em dias consecutivos (aqui chamado
de método “exposicédo sucessiva”) ndo se mostrou indicado para avaliar tempo
de associacao a um estimulo e exploracdo e a manipulacao repetida provocou
mortes de individuos. Enriquecer o aquario experimental com peixes menores
(“dither fish”) se mostrou efetivo na reducdo da timidez e em estimular o
comportamento exploratorio dos peixes. NOs concluimos que a implementacéo
de determinado método deve ser avaliada antes da utilizacdo repetida em

experimentos comportamentais.

Palavras-chave: protocolos experimentais, experimentos comportamentais,
dither fish



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo dos tratamentos “método comum” e “exposigao
sucessiva”, onde os peixes foram capturados com rede e expostos ao ar. A)
aguario estoque; B) aquario experimental..............oouviiiiiiiieiieiiei e 15
Figura 2. Representacdo do procedimento de transferéncia dos peixes no
tratamento “ndo exposi¢cao ao ar’, no qual os peixes permaneceram submersos
na dgua. A) aquario estoque; B) aquario experimental.. ...........cccccccvrnnnnnnnnnnns 16
Figura 3. No tratamento “dither fish” os individuos de Crenuchus spilurus foram
transferidos para aquarios experimentais contendo dois cardinais tetras que
atuaram como dither fish. A) aquario estoque; B) aquario experimental.......... 17
Figura 4. Representacdo do tempo de natacdo dos individuos de Crenuchus
spilurus junto as bordas do AQUANO.........cccceeeiiiiiiiiiiie e 19
Figura 5. Representacdo do deslocamento total dos individuos de Crenuchus
spilurus No aquario experimental...............uueiiiiii e 20

LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Valores de p para as comparacoes par-a-par do tempo de natacéo de
Crenuchus spilurus proxXimo @ borda............ccceeiiiiiiiiiiiieiie e 18
Tabela 2. Valores de p para as comparacdes par-a-par do deslocamento total
de Crenuchus Spilurus NO AQUANIO. ..........uuuuiiieeeeeeeeeice e e e e e e e e 20



SUMARIO

1. INTRODUGAO ..ottt 10
2. OBJETIVO GERAL ..ottt ettt e e e e 12
3. MATERIAL E METODOS.......ooiieiieeee ettt 13
3.1. CrenuChUS SPIlUIUS ......oovveiiiie e 13
3.2. Coleta @ ManutenGa0 dOS PEIXES .........uuuuuurmmmmmmmniiiiiiiiiiiiiiiiieininninnenaaeaees 13
3.3. Tratamentos eXPEriMENTAIS ............uuuuuuuuummunniinniiiiiiinineeineeineeeeeaeneeeeeaaaees 13
3.3.1. Método comum e EXPOSIGAO SUCESSIVA ........c.cuuvveieeieeeeeiiiiiiiieeeenn 14
3.2.3. NGO EXPOSICAD @0 @& ...ccoeeeeeeeeeeeee e 15
3.3.3. DIther fiSh ... 16
G0 AN g F=1 [T 0 L= 0 =T [0 1 17
4. RESULTADOS ....ooii ittt ettt e e e e e e e e s eeeeens 18
4.1. Tempo proximo a borda do aqUANO ..........ccoeveevviiiiiiee e, 18
4.2. Deslocamento total. .....coooeeeeeeieeeeee 19
5. DISCUSSAD ...ttt 21
B. CONCLUSAOD ..ottt 23

7. REFERENCIAS ..ottt 24



1. INTRODUCAO

Estudos comportamentais em laboratdrio sdo necessarios pois permitem
o controle de variaveis biologicas ou ambientais de interesse do pesquisador.
Em estudos com peixes, os individuos testados precisam ser manipulados
(BRYDGES et al.,, 2009). A manipulacdo pode envolver a transferéncia dos
peixes de seus aquarios estoque para aquarios em que ha o ambiente
controlado. A forma como isso é feita € bastante diversa. Além disso, 0
ambiente em que os peixes sao inseridos pode ser ou n&o enriquecido com
outros individuos ou objetos, o que tem o objetivo de reduzir o estresse dos
peixes (WILLIAMS et al., 2009).

Pesquisadores utilizam diferentes métodos com base em uma potencial
reducdo do estresse (e.g. BROWN e COLGAN, 1986; DAY et al., 2004;
PINHEIRO-DA-SILVA et al., 2016; SILVEIRA, et al., 2018). O uso de
determinados métodos em estudos comportamentais € justificado com base na
obtencéo de respostas biologicas confiaveis ou pela simplicidade, presumindo-
se que a utilizacao de protocolos diferentes e mais complexos nao acarretaria
em mudancgas importantes nas variaveis mensuradas. Assim, acredita-se que
esses procedimentos poderdo promover o bem-estar dos individuos para que
0s comportamentos nao habituais ndo interfiram nos resultados da pesquisa.

Embora intuitivamente l6gico, a relevancia do uso de diferentes métodos
€ mais presumida do que testada, e estudos comparativos acerca de tais
métodos se concentram em avaliar os potenciais prejuizos a saude e bem-
estar dos peixes mantidos em cativeiro. Poucos estudos argumentam sobre o
efeito de tais tratamentos sobre as respostas avaliadas pelos pesquisadores
em experimentos comportamentais.

O método de manuseio mais comumente empregado em experimentos
com peixes envolve a captura e transferéncia dos individuos entre aquarios
utilizando pequenas redes de méo (e.g. SUSKI et al., 2007; BROWN, et al.,
2007; FERNANDES et al.,, 2016; JONES e GODIN, 2009). Apesar de
largamente utilizado, ha estudos que afirmam que esse procedimento pode ser
Nocivo aos peixes, pois eles sdo expostos ao ar durante a transferéncia,
ocasionando respostas fisiologicas ao estresse do momento da captura
(BRYDGES et al., 2009; HOSHIBA, GONCALVES e URBINATI, 2009). Visto
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gue a exposicdo dos peixes ao ar pode causar estresse nos individuos e,
consequentemente, afetar a qualidade da pesquisa, a utilizacdo de um método
de manuseio que permita que 0s peixes permanecam submersos na agua foi
indicado em favorecer na reducdo do estresse e, consequentemente, a
confiabilidade dos dados (BRYDGES et al., 2009).

De fato, medo e estresse podem interferir no comportamento habitual
dos individuos, e evitar tais efeitos € importante em estudos que avaliam
diversos tipos de medidas comportamentais (BARLOW, 1968). Métodos de
enriguecimento ambiental podem ser aplicados para preparar um ambiente
menos estressante e promover o bem-estar dos individuos testados
(WILLIAMS, 2009).

Um método de enriguecimento ambiental, denominado na literatura em
inglés por dither fish (ou companion fish em estudos mais recentes), foi
frequentemente utilizado por pesquisadores pioneiros em experimentos
comportamentais (BARLOW, 1968), principalmente em experimentos com
ciclideos (YANONG, 1996). Muitos estudos justificam o uso desse método para
reducdo de estresse do isolamento, reducdo da timidez do organismo focal,
manter o comportamento habitual, além de diminuir comportamentos
agressivos.

Este método consiste em inserir grupos peixes de tamanhos menores
nos aquarios experimentais juntamente com o peixe alvo do estudo. Tais dither
fish podem ser juvenis da espécie alvo do estudo ou individuos menores de
outras espécies. Estes pequenos peixes aparentemente auxiliam na reducao
do estresse do organismo focal ao hadarem ativamente pelo aquario e, assim,
transmitem seguranca aos peixes que serao efetivamente testados (WILLIAMS
et. al., 2009). Esta técnica foi aplicada em diversos estudos comportamentais
de peixes (BROWN e COLGAN, 1986; LAMANNA e EASON, 2003; DAY et al.,
2004; LAMANNA e EASON 2007; VAN DER SLUIJS et al., 2008; JONES e
GODIN, 2009; SLOMAN et al., 2011; PURSER e RADFORD, 2011; EVANS e
GASPARINI, 2013; KELLEY, PHILLIPS e EVANS, 2013; VOELLMY et al.,
2014).

Um procedimento mais recente que tem sido utilizado para que peixes

respondam melhor aos estimulos ofertados envolve a exposicéao repetida dos
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individuos aos aquarios experimentais por alguns dias antes do procedimento
experimental formal. Somente apés um dado numero de dias sucessivos de
exposicdo ao ambiente experimental € que os peixes sdo testados. (OLIVEIRA
et al., 2015). Essa exposicao diaria dos peixes ao ambiente experimental tem a
intencdo de aclimatar e familiarizar peixes ao ambiente em que o0 experimento
ocorre (OLIVEIRA et al., 2015). Este procedimento frequentemente foi utilizado
em estudos relacionados as habilidades cognitivas (OLIVEIRA et al., 2015;
PINHEIRO-DA-SILVA et al., 2016).

Devido a necessidade de estudos comparativos sobre os métodos
laboratoriais aplicados em estudos com peixes, 0 presente trabalho pretendeu
avaliar os pontos negativos e positivos de cada método mencionado acima.
NOs comparamos quatro métodos: o método comumente utilizado, método de
transferéncia sem exposicdo ao ar, método da exposicao periddica e dither fish.
Nés avaliamos o efeito do uso de tais procedimentos sobre duas medidas
comumente obtidas em estudos comportamentais: deslocamento total dentro
aquario e tempo de associacdo a um objeto novo (estimulo). N6s utilizamos
como modelo a espécie de peixe Crenuchus spilurus (Characiformes:

Crenuchidae).

2. OBJETIVO GERAL

Determinar quais tratamentos sado mais adequados para investigar
determinadas respostas a estimulos durante 0s experimentos

comportamentais.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Crenuchus spilurus

Crenuchus spilurus € uma espécie peixe de pequeno porte (maximo de 6
cm de comprimento padréo) que apresenta baixa vagilidade, passando grande
parte do dia estacionario e se alimentando de pequenas particulas na coluna
d’agua (PIRES, 2012). Essa espécie tem sido utilizada como modelo para
estudos de especiacdo ecoldgica, reconhecimento intraespecifico, taticas
reprodutivas alternativas, comportamento de exploracdo de habitat e selecdo
sexual (PIRES, 2012; PIRES et al., 2016; BORGHEZAN, 2017; PIRES et al.,
2018).

3.2. Coleta e manutencgéo dos peixes

Os individuos de Crenuchus spilurus foram previamente capturados e
mantidos em aquarios estoques no Laboratdério de Ecologia Comportamental e
Evolutiva (LECE - INPA). Os individuos foram acondicionados nesses
aguarios, cuja qualidade da agua foi mantida com uso de bomba submersa
para aeracdo e circulacdo de agua. Trocas parciais da agua dos aquarios
foram realizadas semanalmente. Os aquarios estoques foram montados de
forma a simular o ambiente natural, contendo substrato de areia, plantas
artificiais e diversos abrigos para os peixes. A temperatura foi mantida em 24°C
com auxilio de dois condicionadores de ar, havendo iluminacdo natural diaria
de 12h claro:12h escuro. Os peixes foram alimentados uma vez ao dia com

racao granulada comercial para peixes ornamentais.

O trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia (INPA), registrado sob
0 protocolo n° 044/2017.

3.3. Tratamentos experimentais

Os individuos foram submetidos a quatro tratamentos empregados em
estudos comportamentais com peixes: 1) método comum; 2) ndo exposi¢cao ao
ar; 3) exposicado sucessiva; 4) dither fish. Os experimentos foram realizados
utilizando individuos diferentes entre os tratamentos. Todos os tratamentos

envolveram a captura e transferéncia dos peixes do aquario estoque para 0s
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aguarios experimentais, onde o comportamento dos individuos foi gravado
durante 30 minutos utilizando cameras acopladas acima dos aquarios. Apés
cada filmagem, os individuos foram transferidos para um novo aquério-estoque

previamente preparado.

Os aquarios experimentais possuiam dimensao de 60x15x15 cm, sendo
recobertos externamente com um tecido escuro. Esses aquarios ndo tinham
plantas e substrato de fundo, contendo apenas agua e uma pedra de cor

marrom no centro do aquario.
3.3.1. Método comum e exposi¢cao sucessiva

No tratamento “método comum”, 32 individuos de Crenuchus spilurus
foram capturados e transferidos do aquério estoque para 0s aquarios
experimentais com uso de rede, havendo rapida exposicdo ao ar durante

poucos segundos (Figura 1).

No tratamento “exposigdo sucessiva”, 29 individuos foram submetidos
ao procedimento de captura e transferéncia com rede durante cinco dias
consecutivos. Esse tratamento foi o Unico em que houve repeticdo do

procedimento nos dias seguintes.

No primeiro dia, os peixes foram capturados do aquario estoque com
uso de rede (havendo exposicdo ao ar) e transferidos para aquarios
experimentais, onde foram individualizados e mantidos por 30 minutos (Figura
1). Em seguida, os individuos foram transferidos para um novo aquario estoque
inabitado. Esse mesmo procedimento foi realizado durante mais quatro dias,
porém o comportamento dos peixes foi filmado apenas no Ultimo dia de

transferéncia para o aquario experimental.
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Figura 1. Representa¢éo dos tratamentos “método comum” e “exposi¢do sucessiva”, onde os
peixes foram capturados com rede e expostos ao ar. A) aquério estoque; B) aquario

experimental.

3.3.2. Nao exposicao ao ar

No tratamento “ndo exposicédo ao ar’, 24 individuos foram capturados e
transferidos do aquério estoque para 0s aguarios experimentais com auxilio de
um recipiente plastico escuro contendo agua. Esse foi o Unico tratamento em

gue os peixes nao foram expostos ao ar.

Os individuos foram capturados com a rede do aquario estoque, mas
ndo foram retirados da agua durante a transferéncia para o aquario
experimental, sendo condicionados no recipiente durante alguns segundos.
Feito isso, os individuos foram individualizados nos aquarios experimentais,

submergindo o recipiente na 4gua do aquario (Figura 2).
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Figura 2. Representac¢ao do procedimento de transferéncia dos peixes no tratamento “néo
exposi¢ao ao ar’, no qual os peixes permaneceram submersos na agua. A) aquario estoque; B)

aquario experimental.

3.3.3. Dither fish

No tratamento “dither fish”, 27 individuos de Crenuchus spilurus foram
transferidos para o aquéario experimental contendo dois dither fish. A espécie
utilizada como dither fish foi o tetra cardinal (Paracheirodon axelrodi), pois é
uma espécie de tamanho menor que C. spilurus e apresenta natacdo ativa,
caracteristicas que tornam esta espécie ideal para atuar como dither fish.

Dois tetras cardinais foram transferidos para cada aquério experimental
dois dias antes do inicio do experimento para aclimatacdo ao ambiente. Os
individuos de Crenuchus spilurus foram transferidos do aquario estoque para o
aquario experimental com uso de rede (havendo exposi¢cdo ao ar). Desta
forma, cada aquario experimental continha um individuo de C. spilurus e dois

tetras cardinais (Figura 3).
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Figura 3. No tratamento “dither fish” os individuos de Crenuchus spilurus foram transferidos
para aquérios experimentais contendo dois cardinais tetras que atuaram como dither fish. A)
aquério estoque; B) aquério experimental.

3.4. Analise de dados

Os videos gerados nos tratamentos “método comum”, “ndo exposig¢ao ao
ar’ e “exposicao sucessiva’ foram analisados no Swistrack, um software de
rastreamento de particulas. Em seguida, as posi¢des no plano cartesiano foram
exportadas para ambiente computacional R, onde foram extraidas duas
variaveis: 1) tempo relativo despendido na borda do aquario, definido como
uma distancia de até 3 cm das paredes do aquario; 2) deslocamento total dos
peixes no aquario, calculado em pixels.

Os videos gerados no tratamento “dither fish” foram analisados no
software Ethovision XT, pois possui ferramentas que possibilitam identificar e
rastrear apenas uma particula por aquario, ndo permitindo o rastreamento dos
peixes que atuaram com dither fish. As variaveis respostas analisadas foram
comparadas entre os tratamentos por meio de uma Analise de Variancia
(ANOVA).
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4. RESULTADOS
4.1. Tempo préoximo a borda do aquario

Houve diferenca no tempo em que os individuos permanceram junto as
bordas do aquario entre os tratamentos (ANOVA, F=6,108; p=0,0007). As
comparacdes sugerem que os individuos do tratamento “método comum”
permaneceram menos tempo na regido da borda do que os individuos do

tratamento “n&o exposigao ao ar”.

No tratamento “exposicdo sucessiva”, os individuos permameceram
bastante tempo proximo a borda, mas esse tratamento nao foi diferente dos

outros, exceto o tratamento “dither fish”.

O tratamento “dither fish” foi o Unico tratamento diferente de todos os
outros. Os individuos submetidos a esse método permaneceram menos tempo
junto as bordas do aquario. Desta forma, os individuos exploraram mais o
aquario, isso deve-se a propor¢cdo de tempo nadando préximo as bordas e no

centro do aquério (Tabela 1; Figura 4).

Tabela 1. Valores de p das comparagdes par-a-par do tempo de natacdo de Crenuchus

spilurus préximo a borda.

N&o Dither fish Exposicao Método
exposicao ao sucessiva Comum
ar
Nao - - - -
exposicao ao
ar
Dither fish 0,0001 - - -
Exposicao 0,448 0,0009 - -
sucessiva
Método 0,0395 0,0306 0,1813 -
Comum
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Figura 4. Representa¢éo do tempo de natagdo dos individuos de Crenuchus spilurus junto as

bordas do aquatrio.

4.2. Deslocamento total

A deslocamento total foi calculado em pixels para cada individuo nos
aquarios experimentais em cada tratamento. As comparacdes sugerem que
houve diferenca entre os tratamentos (ANOVA, F=3,6596; p=0,0147). No
tratamento “ndo exposicdo ao ar”, os individuos se deslocaram menos do que

nos outros tratamentos, nao diferindo apenas de “dither fish”.

Ndo houve diferenca no deslocamento total entre os individuos
submetidos aos tratamentos “método comum” e “exposigdo sucessiva’. O
deslocamento apresentado pelos individuos do tratamento “dither fish” ndo foi

significamente diferente dos outros tratamentos (Tabela 2; Figura 5).
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Tabela 2. Valores de p das comparacfes par-a-par do deslocamento total de Crenuchus

spilurus no aquario.

Nao Dither fish Exposicao Método
exposicao ao sucessiva Comum
ar
N&o - - - -
exposicao ao
ar
Dither fish 0,1338 - - -
Exposicao 0,0016 0,4767 - -
sucessiva
Método 0,0391 0,8598 0,5202 -
Comum
o
o
=
S ab 5
w T 1 b —
g -
= 38
= a
8 8-
o O
*
= _|
£
o
8 3_ l 1
° 8
8 < -
D —
D - . -
MNa&o exposicdo Dither fish Exposicéo Método comum
ao ar sucessiva

Figura 5. Representacéo do deslocamento total dos individuos de Crenuchus spilurus no

aquario experimental.

Durante o periodo de execucdo dos experimentos, ndo houve mortes dos

individuos de Crenuchus spilurus nos tratamentos “métodos comum’,

nao

exposi¢cao ao ar’ e “dither fish”. Entretanto, houve mortes pds-experimento de

trés peixes submetidos ao tratamento “exposi¢cao sucessiva’.
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5. DISCUSSAO

Nosso estudo demonstra que o uso de diferentes formas de
transferéncia de peixes e 0 uso de enriquecimento do ambiente experimental
modifica as respostas comportamentais dos individuos testados. Portanto,
pesquisadores podem considerar a utilizacdo de diferentes métodos de acordo

com as medidas comportamentais que serédo analisadas.

Os peixes se deslocaram mais quando capturados com a rede do que
com o recipiente que ndo os expds ao ar. Os individuos capturados e
transferidos com o recipiente permaneceram mais tempo proximo das bordas
do aquério do que os individuos capturados com a rede. No tratamento
“‘exposigao sucessiva”, os individuos se deslocaram bastante, com um tempo
de natacdo maior na regido das bordas do aquario. Os individuos submetidos
ao tratamento “dither fish” exploraram mais o aquario do que os individuos que
foram submetidos aos demais tratamentos, porém o deslocamento dos

individuos néo diferiu dos outros tratamentos.

As diferengas entre deslocamento e tempo na borda dos individuos de
Crenuchus spilurus nos tratamentos “método comum” e “ndo exposi¢ao ao ar’
mostram com clareza que o método de transferéncia tem influéncia nas
respostas dos individuos. Em um estudo semelhante, onde foi comparado os
efeitos do método de transferéncia com rede e recipiente nos peixes, 0
comportamento neofébico dos individuos de Brachyrhaphis episcopi foi afetado
pelos métodos empregados na transferéncia dos peixes, sendo que o0s
individuos se mostraram menos neofdbicos quando capturados com a rede
(BRYDGES et al., 2009).

O método de captura com o recipiente pode ndo ser particularmente
relevante quando € desejado investigar deslocamento e exploracdo, uma vez
gue os individuos apresentaram um comportamento menos ativo € menos
exploratério. Com isso, 0 método “ndo exposicado ao ar” pode ser aplicado em
estudos em que é necessario que os individuos ndo se movam ativamente
durante ou antes de uma manipulacdo, como com medidas de coloracdo em
que o deslocamento dos peixes em direcdo a fonte de luz altera os valores de

coloracao obtidos.
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Quantificagdes hormonais e hematologicos apontam que a exposicao
aérea pode ser prejudicial aos peixes, por ser mais estressante que métodos
que ndo removem os peixes da agua (SILVA et. al., 2012). E possivel que o
estresse dos individuos de Crenuchus spilurus tenha sido menor no tratamento
“ndo exposicao ao ar’, o que pode ter resultado na menor movimentacdo dos
individuos. Porém, é provavel que as respostas de estresse aos diferentes
métodos seja diferentes entre as espécies, pois hd espécies que sdo mais
sensiveis a manipulacdo do que outras (BRYDGES et al.,, 2009; HARPER e
WOLF, 2009).

Nés vimos poucos pontos positivos no tratamento “exposi¢cao sucessiva’,
pois ndo diferiu muito de outros tratamentos e, por envolver a manipulacao
repetida dos peixes, ocasionou a mortalidade de individuos. Nossos resultados
mostraram que os individuos de Crenuchus spilurus, quando expostos a esse
tratamento, permaneceram bastante tempo nadando préximo as bordas,
explorando menos a regido central do aquario que possuia uma pedra como
um objeto a ser explorado. Desta forma, esse método nao foi particularmente

efetivo em C. spilurus para avaliar o tempo de associacao ao estimulo.

Os peixes submetidos ao tratamento “dither fish” exploraram mais o
aquario experimental do que os peixes submetidos aos outros tratamentos.
Apenas nesse tratamento houve uma proporcado de tempo semelhante em que
os individuos despenderam na regido das bordas e regido central do aquario.
Isso indica que os individuos de Crenuchus spilurus se sentiram mais seguros
ao explorar o aquario experimental por conta da presenca dos tetras cardinais.
O comportamento apresentado por C. spilurus durante o experimento sustenta
0 uso do método para reduzir a timidez dos individuos e estimular o
comportamento natural durante os experimentos (e. g. LAMANNA e EASON,
2003; LAMANNA e EASON, 2007; PURSER e RADFORD, 2011; EVANS e
GASPARINI, 2013; KELLEY, PHILLIPS e EVANS, 2013; VOELLMY et al.,
2014).

Um aspecto negativo do uso de dither fish é a necessidade de
algoritimos computacionais mais complexos no rastreamento dos peixes, uma
vez que algoritimos simples podem falhar em identificar o peixe focal dos

demais peixes no aquario.
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Os resultados do presente estudo poderdo auxiliar pesquisadores a
definir os protocolos experimentais a serem utilizados em pesquisas
comportamentais com peixes. Além disso, contribuir para a melhoria dos
protocolos experimentais utilizados em estudos com a espécie Crenuchus

spilurus, ou até mesmo espécies com caracteristicas similares.

6. CONCLUSAO

Nossos resultados mostram que o0s tratamentos experimentais
influenciam nas respostas as varidveis comportamentais e a utilizacdo de
determinado tratamento depende das respostas a serem avaliadas pelo
pesquisador. O tratamento “método comum” pode ser aplicado em estudos em
que o pesquisador pretende avaliar o deslocamento no aquério. O tratamento
“nao exposicao ao ar’ pode ser indicado em estudos onde o protocolo requer
que os individuos ndo se movimentem ativamente durante um procedimento. A
manipulacdo periédica dos peixes ndo € indicada para avaliar tempo de
associagcdo a um estimulo e exploracdo. O método de enriquecimento
ambiental “dither fish” se mostrou efetivo na reducéo da timidez e em estimular

0 comportamento exploratério dos peixes.

23



7. REFERENCIAS

BARLOW, G. W. Dither - A way to reduce undesirable fright behavior in
ethological studies. Ethology, v. 25, p. 315-318, 1968.

BORGHEZAN, E. A. Fémeas rejeitam parceiros sexuais heteroespecificos em
funcdo da distancia filogenética e desenvolvimento ontogenético no peixe
Crenuchus spilurus. Dissertacdo de Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia. Manaus, 42 p., 2017.

BROWN, A.; COLGAN, P. W. Individual and species recognition in centrarchid
fishes: evidence and hypotheses. Behavioural Ecology and Sociobiology, v. 19,
p. 373-379, 1986.

BRYDGES, N. M; BOULCOTT, P. ELLIS, T. BRAITHWAITE, V.A. Quantifying
stress responses induced by different handling methods in three species of fish.
Animal Behaviour Science, v. 116, p. 295-301, 2009.

EVANS, J.P.; GASPARINI, C. The genetic basis of female multiple mating in a
polyandrous livebearing fish. Ecology and Evolution, v. 3, p. 61-6, 2013.

FERNANDES, Y. M., RAMPERSAD, M.; LUCHIARI, A. C.; GERLAI, R.
Associative learning in the multichamber tank: a new learning paradigma for
zebrafish. Bevavioral Brain Research, v. 312, p. 279-284, 2016.

HARPER, C.; WOLF, J.C. Morphologic effects of the stress response in fish.
Institute for Laboratory Animal Research Journal, v. 50, p. 387-96, 2009.

HOSHIBA, M.A.; GONCALVES, F.D.; URBINATI, E.C. Respostas fisioldgicas
de estresse no matrinxd (Brycon amazonicus) apds exercicio fisico intenso

durante a captura. Acta Amazonica, v. 39, p. 445-452, 2009.

KELLEY, J.L.; PHILLIPS, S.C.; EVANS, J.P. Individual consistency in
exploratory behaviour and mating tactics in male guppies. Naturwissenschaften,
v. 100, p. 965-974, 2013.

LAMANNA, J. R.; EASON, P. K. Effects of landmarks on territorial
establishment. Animal Behaviour, v. 54, p. 471-178, 2003.

24



LAMANNA, P. R.; EASON, P. K. Effects of predator presence on territorial
establishment. Behaviour, v. 144, p. 985-1001, 2007.

OLIVEIRA, J.; SILVEIRA, M.; CHACON, D.; LUCHIARI, A. The Zebrafish world
of colors and shapes: Preference and Discrimination. Zebrafish, v. 00, pp. 1-8,
2015.

PIRES, T.H.S. O papel da selecdo sexual na manutencdo de linhagens
evolutivas: evidéncias baseadas no comportamento e ecologia de Crenuchus
spilurus Gunther, 1863 (Characiformes: Crenuchidae). Dissertacdo de
Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas da Amazb6nia. Manaus, 205 pp,
2012.

PIRES, T. H.; FARAGO, T. B.; CAMPOS, D. F.; CARDOSO, G. M.; ZUANON,
J. Traits of a lineage with extraordinary geographical range: ecology, behavior
and life-history of the sailfin tetra Crenuchus spilurus. Environmental Biology of
Fishes, v. 99, p. 925-937, 2016.

PIRES, T. H.; BORGHEZAN, E. A.; MACHADO, V. N.; POWELL, D. L,;
ROPKE, C. P.; OLIVEIRA, C.; ZUANON, J; FARIAS, I. P. Testing Wallace's
intuition: water type, reproductive isolation and divergence in an Amazonian
fish. Journal of Evolutionary Biology, v. 39(1), p. 882-892, 2018.

PINHEIRO-DA-SILVA, J; SILVA, P.F; NOGUEIRA, M.B., LUCHIARI, A.C. Sleep
deprivation effects on object discrimination task in zebrafish (Danio rerio).
Animal Cognition, v. 20, p. 159-169, 2016.

PURSER, K; RADFORD, A. N. Acoustic Noise Induces Attention Shifts and
Reduces Foraging Performance in Three-Spined Sticklebacks (Gasterosteus
aculeatus). PLoS ONE, v. 6(2), pp. 174-.78, 2011.

SILVEIRA, M. M.; OLIVEIRA, J. J.; LUCHIARI, A. C. Dusky
damselfish Stegastes fuscus relational learning: evidences from associative and
spatial tasks. Journal of Fish Biology, 2015. do0i:10.1111/jfb.12618.

SILVA, R. D.; ROCHA, L. O.; FORTES; B. D. A.; VIEIRA, D.; FIORAVANTI, M.

C. S. Parametros hematoldgicos e bioquimicos da tilapia-do-Nilo (Oreochromis

25


https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10641-016-0534-5
https://link.springer.com/article/10.1007%2Fs10641-016-0534-5

niloticus L.) sob estresse por exposicado ao ar. Pesquisa Veterinaria Brasileiral,
v. 32, p. 99-107, 2012.

SILVEIRA, M.; SILVEIRA, J.; AGUES-BARBOSA, T.; CARVALHO, M.; SILVA,
P.; LUCHIARI, A. Zebra Fitness: Learning and anxiety after physical exercise in
zebrafish. Recent Advances in Zebrafish Researches (Ed. Mattila M.), 2018.

SUSKI, C. D.; COOKE, S. J.; DANYLCHUK, A. J.; O'CONNOR, C. M,
GRAVEL, M. A.; REDPATH, T.; HANSON, K.C.; GINGERICH, A. J.; MURCHIE,
K. J.;, DANYLCHUCK, S. E.; KOPPELMAN, J. B.; GOLDBERG, T. L.
Physiological disturbance and recovery dynamics of bonefish (Albula vulpes), a
tropical marine fish, in response to variable exercise and exposure to air.

Comparative Biochemistry and Physiology, v. 148, p. 664-673, 2007.

SLOMAN, K. A.; BALDWIN, L.; MCMAHON, S.; SNELLGROVE, D. The effects
of mixed-species assemblage on the behaviour and welfare of fish held in home
aguaria. Animal Behaviour, v. 155, p. 160-168, 2011.

VOELLMY, I. K; PURSER, J; FLYNN, D; KENNEDY, P; SIMPSON, S. D;
RADFORD, A. N. Acoustic noise reduces foraging success in two sympatric fish

species via different mechanisms. Animal Behaviour, v. 89, p. 191-198, 2014.

VAN DER SLUWIJS, I; VAN-ALPHEN, J.J.M; SEEHAUSEN, O. Preference
polymorphism for coloration but no speciation in a population of Lake Victoria
cichlids. Behavioral Ecology, v. 19, p. 177-183, 2008.

WILLIAMS, T.D; READMAN, G.D; OWEN, S.F. Key issues concerning
environmental enrichment for laboratory-held fish species. Laboratory animals,
v. 43, p. 107-120. 2009.

YANONG, R.P.E. Reproductive management of freshwater ornamental fish.

Seininars in avian and exotic pet medicine, v. 5, p. 222-235, 1996.

26



