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RESUMO

A primeira parte do presente trabalho teve como objectivo o estudo da influéncia de estimulos sociais sobre
aspectos comportamentais de machos de O. mossambicus. Tentou-se clarificar que tipo de canais sensoriais
estio envolvidos na percep¢do desses estimulos. Para tal, foram sujeitos 13 machos a trés situagdes
experimentais com diferentes graus de acesso (total, visual ¢ quimico) a uma fémea ¢ a um macho da
mesma espécie. Estimulos visuais parecem ser importantes no reconhecimento sexual e na estimulagio da
actividade locomotora, escavagio de ninho, proximidade e coloragio apresentados pelo macho. No entanto
as tespostas observadas tiveram sempre maior amplitude quando o acesso era total. Embora nio tenha sido
detectada a influéncia de estimulos quimicos libertos pelas fémeas, ndo se eliminou essa hipétese. Na
sitnacdo de acesso total, estudou-se a interaccio entre os dois individuos. Apenas se observaram
comportamentos sexuais € escavagio de ninho na presen¢a de uma f8mea; a frequéncia de comportamentos
agonisticos fol superior na presenca de um macho intruso. A segunda parte deste trabalho teve como
objectivo o estudo da influéncia de estimulos sociais nos niveis urindrios de esteréides sexuais dos machos
de 0. mossambicus. Na presen¢a de uma fémea, apenas se verificou um aumento dos niveis de androgénios,
Testosterona (T) e 11-Cetotestosterona (11-KT), tendo sido esse aumento mais rdpido no ultimo caso.
Houve um aumento das correlagBos entre os niveis desta hormona e a frequéncia de comportamentos
sexuais e a coloragio do macho (positivas) e a frequéncia de comportamentos agonisticos (negativa); na
presenca de um macho ndo houve aumento dos niveis hormonais, embora se tenha verificado wm aumento
da correlacfo (positiva) entre os niveis de 11-KT e a frequéncia de comportamentos agonisticos. Propde-se
que a 11-KT poderd activar tespostas comportamentais diferentes na presenga de estimulos sociais
diferentes. Os niveis de progestinas (17,20 o-P € 17,20 B-P) ndio variaram, ao contririo do que seria de
esperar com base em trabalhos anteriores, o que podera dever-se ao estado de maturagfo dos individuos. As
fracgdes mais Tepresentativas dos niveis de progestinas eram as glucuronizadas; estes compostos poderdo

funcionar como sinalizadores das arenas reprodutivas para as fémeas conspecificas.
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1. INTRODUCAO GERAL

Oreochromis mossambicus € um ciclideo origindrio dos rios e lagos da costa Leste
Afficana, tendo sido introduzido em varias regides do Mundo (Fryer & Iles, 1972; Brutton
& Boltt, 1975; Trewavas, 1983). Na época reprodutiva, os machos estabelecem territrios
onde escavam ninhos que defendem dos outros machos. Formam-se arenas reprodutoras
que agregam ninhos de varios machos (Fryer & Iles, 1972; Brutton & Boltt, 1975). As
fémeas prontas a desovar visitam a arena e, apGs um breve periodo de cortejamento e
postura, abandonam-na com os ovos na boca; a incubacdo oral dos ovos continua durante
20-22 dias (Brutton & Boltt, 1975). Ap6s o abandono da fémea, o macho continua a
cortejar novas fémeas que se aproximem do seu territorio. |

As populagtes naturais de O. mossambicus distribuem-se desde o baixo Zambezi
até ao Tete e nas partes costeiras de Mocambique; Trewavas (1983) sintetiza os Iimites da
distribuicdo desta espécie de acordo com diferentes autores. Segundo esta autora, os
registos da Tanzénia € Quénia, referem-se a outras espécies. Tendo sido introduzida em
Java, foi depois dispersa por quase todos os paises tropicais e subtropicais. Actualmente a
sua distribuic@o por lagoas e aquérios é vasta, ndo s6 no continente Africano, havendo em
alguns locais, populacdes silvestres (e.g. California). Em muitos locais, é mantida
juntamente com outras espécies.

A época de reproducdo varia, mas nas latitudes tropicais em que foi introduzida, a
reproducdo ocorre todo o ano (Trewavas, 1983).

A facilidade de manutengdo desta espécie, torna-a adequada para experiéncias de
laboratério. Por isso, tem sido utilizada com alguma frequéncia em estudos de fisiologia e
de comportamento.

Com um sistema social em que hd interac¢des permanentes entre os individuos, € de
esperar que os estimulos sociais possam ser importantes na modulagio dos comportamentos
apresentados. E objectivo deste trabalho o estudo do modo como diferentes estimulos
sociais influenciam alguns aspectos do comportamento de machos de O. mossambicus e
uma maior compreensdo de quais os canais sensoriais envolvidos na percep¢do dos mesmos.
Também se pretende estudar a influéncia de estimulos sociais nos niveis urinarios de

androgénios (11-KT e T) e progestinas (17,20a-P e 17,20B-P) dos machos, esteréides que



estio de algum modo implicados na regulacdo de aspectos da reproducdo de muitos

teledsteos, incluindo a regulagdo de comportamentos.

2. INFLUENCIA DE ESTIMULOS SOCIAIS NO COMPORTAMENTO

2.1 INTRODUCAO

O reconhecimento social inclui processos de recomhecimento ao nivel inter e
intraespecifico, sexual e individual num grande niimero de espécies de peixes, possuindo
cada espécie varios canais sensoriais que poderdo ser utilizados (Myrberg Jr., 1980).

No sistema social de O. mossambicus, em que as interacgbes entre os individuos
atingem uma certa complexidade, sdo necessarias formas precisas de comunicacio que
poderdo envolver a integragdo de varias modalidades sensoriais (Myrberg Jr., 1980). Os
canais sensoriais envolvidos na percepgio de estimulos sociais devem ser interpretados num
contexto ecoldgico, face as condicionantes do meio.

Na maioria das espécies, a visdo parece ser a principal modalidade sensorial
(Aronson, 1957; Myrberg Jr., 1980). Segundo Fryer & Iles (1972), esta € a principal forma
de comunicag¢do nos Ciclideos, embora outras formas possam estar envolvidas. Nas arenas,
devido a proximidade entre os individuos, é dbvia a importancia de estimulos visuais.

A grande variedade de cores e formas encontradas entre os peixes levou alguns
autores a interpretar o seu possivel significado. Muitos concluiram que essas caracteristicas
podem ser importantes indicadores do sexo e estado fisiolégico do individuo (Myrberg Jr.,
1980). Os sinais visuais na comunicagdo dos Ciclideos podem envolver alteragdes de
coloragdo; também ao defenderem os ninhos os machos adquirem uma colora¢do intensa
que os torna conspicuos para as f€meas. A escavacdo de minhos pode também ser uma
forma de comunicacdo para individuos da mesma espécie. Podem também basear-se em
comportamentos especificos a que a coloragdo e a forma surgem associadas (Fryer & Iles,
1972).

Segundo Fryer & Iles (1972), outras formas de comunicagdo entre os Ciclideos

envolvem a producdo de sons, o tacto, que € utilizado pela maioria das espécies durante a



corte, e a libertacdo de substincias quimicas. Os Ciclideos utilizam formas de comunicag@o
quimica, por exemplo, no reconhecimento das ninhadas. Por vezes ¢ também importante a
libertacdo de feromonas.

Silverman (1978 a, b) estudou a influéncia de estimulos sociais sobre varios aspectos
da reproducdo de O. mossambicus. Concluiu haver uma relagdo entre estfimulos sociais
emitidos pelas fémeas e algumas caracteristicas fisiologicas associadas & reproducdo € a
frequéncia de comportamentos sexuais. Este autor salienta a importdncia de estimulos
visuais mas também de outros estimulos sensoriais, visto que a influéncia dos estimulos
sociais sobre os parimetros estudados é maior quando o acesso ao estimulo € total, do que
quando € apenas visual. Nada conclui quanto & natureza dos outros estimulos, embora
proponha a existéncia de possiveis feromonas.

Ha cada vez maior evidéncia do papel de feromonas na reproducdo de peixes (ver
revisdes por Colombo et al., 1982; Liley, 1982; Liley & Stacey, 1983; Stacey et al, 1987;
Scott & Vermeirssen, 1994; Scott ef al., 1994).

As respostas as feromonas podem induzir alteracdes fisioldgicas cujos resultados
podem permanecer a longo prazo (efeito primer) ou provocar alteragdes imediatas no
comportamento (efeito releaser) (Stacey, 1991; Jobling, 1995). Qualquer destas ac¢des das
feromonas sexuais verifica-se quase sempre nos ultimos estiddios do ciclo reprodutivo
(Jobling, 1995).

Colombo ef al. (1982) referem vérias espécies em que a libertagdo de feromonas por
fémeas altera comportamentos como a atraccdo de machos, orientacdo, estimulagdo do
cortejamento, etc. Kim & Liley (nfo publ. in Liley, 1982) concluiram que em
O.mossambicus fémeas ovuladas emitiam feromonas sexuais que alteravam
comportamentos nos machos. Assim, segundo Liley (1982) neste grupo, pela estimulagdo
da actividade sexual do macho, a feromona sexual da fémea sincronizaria 0 comportamento
reprodutivo na presenca de ovos maduros, prontos para a fertilizagéo.

Na sequéncia dos trabalhos de Silverman (1978a,b) pretendemos, na primeira parte
deste trabalho, clarificar a importancia relativa de estimulos visuais e quimicos emitidos
pelas fémeas e machos de O. mossambicus na alteragdo de alguns comportamentos exibidos

pelos machos.



2.2 METODOLOGIA

Foram utilizados 13 machos da espécie Oreochromis mossambicus (Peters). Os
peixes foram obtidos a partir de descendentes de um stock original do Rio Incomati
(Mogambique), em reproducdo desde os anos 70 no Aquério Vasco da Gama (Lisboa,
Portugal). Os individuos foram mantidos em dois aquérios com capacidade de 216 1 no
ISPA, com idénticas condi¢cdes de arejamento, num regime de fotoperiodo de 12D:12N e a
uma temperatura de (25+1)°C. Cada aquério reservatério contém uma populacdo com
individuos de ambos os sexos (n=14 e n=13 respectivamente). Em ambos os reservatorios o
fundo € coberto com areia (c.a. 7cm), permitindo aos machos a escavagdo de minhos. Os
machos utilizados tinham um comprimento standard varidvel entre 10.7 cm e 14.4 cm e as
fémeas entre 8.5 cm e 12.25 ¢cm. Todos os individuos foram alimentados diariamente com
ragdo comercial para peixes tropicais de aquéario. Quando estavam a ser utilizados na
experiéncia, a alimentacdo dos individuos foi feita sempre apos as observagOes para ndo
interferir com as mesmas, visto que ha alteragdes comportamentais € de coloragdo quando
se alimentam (Neil, 1964; Pinheiro, 1980).

Em todas as situacdes experimentais as condicdes de temperatura e fotoperiodo
utilizadas foram as ji descritas. Cada aquério utilizado tinha uma camada de areia no fundo
com 4 cmt 1 cm de altura que foi sempre alisada antes da introdug@o dos individuos.

Cada macho utilizado foi sujeito, antes de cada observacdo, a um periodo de
isolamento social de c.a. 50 horas com o objectivo de eliminar todos os estimulos sociais
que pudessem influenciar quer os comportamentos a observar, quer os niveis endocrinos.

Numa fase inicial, foram observadas interacgdes entre machos e entre machos e
fémeas, na tentativa de determinar quais os parimetros comportamentais a registar € os
respectivos tempos de observagao.

Sendo uma espécie com dimorfismo sexual pronunciado, os machos sdo facilmente
distinguiveis das fémeas pela sua maior dimensdo, formato da cabeca e barbatana dorsal,
além dos padrdes de coloracdo que apenas estes exibem (Neil, 1964)

Devido ao reduzido mimero de machos maduros disponiveis, todos os individuos
nessas condi¢des foram sujeitos a todos os tratamentos. Tentou-se que o mesmo individuo
ndo sofresse qualquer tipo de manipulacdo entre tratamentos, durante um intervalo de

tempo minimo de 15 dias. Apds a sua primeira utilizagdo, os machos foram marcados



(quando era impossivel o reconhecimento a partir de marcas naturais) e medidos. A
marcagdo foi efectuada cortando raios nas barbatanas. A posicdo do corte efectuado
variava, permitindo assim o reconhecimento individual. Este procedimento foi o mais rapido
possivel, apds o que os machos eram novamente introduzidos no respectivo aquario
reservatorio. Repetiu-se a marcacdo sempre que se considerou necessario.

Todas as fémeas utilizadas como estimulo foram injectadas intraperitonialmente com
200ul de solucdo salina contendo 5ug de des-Glil0, [D-Ala6]-Hormona Libertadora da
Hormona Luteinizante etilamida (Sigma), hormona que estimula a maturacdo das gonadas,
tornando-as sexualmente receptivas. As fémeas eram entdo isoladas durante 50h, de
qualquer estimulagdo por machos. Consideramos este tempo de isolamento suficiente para a
accdo da LHRH por ser semelhante ao utilizado noutros trabalhos (e.g.Oliveira et al.,
1996). Por outro lado, por vezes aconteceu que as fémeas apds o isolamento, continham

ovos na boca, nio fertilizados.

2.2.1 Acesso total

Nesta situagdo experimental, cada macho foi sujeito a trés tratamentos quando
recebeu respectivamente como estimulo uma fémea, um macho, ou nenhum estimulo
(controle). Foram utilizados 2 aquérios com capacidade de 122 1. As paredes laterais e de
fundo de cada aquério encontravam-se forradas por fora com pléstico preto opaco; no vidro
da frente de cada um foi desenhada externamente uma quadricula com 32 células (8x4) de
dimensdes 14 cm x 7.5 cm.

O macho a ser observado era colocado no aquério antes do isolamento; apds esse

periodo, era introduzido o estimulo (macho ou fémea) no mesmo aquario (Fig. 2.1).

Estimulo

Figura 2.1: Esquema da situacdo experimental de acesso total: a seta representa o final do pedodo de
isolamento, quando se introduz ontro individuo no aquario.



Os mdividuos-estimulo utilizados foram retirados do aquario reservatério a0 mesmo
tempo que os machos a observar. Os machos utilizados como estimulo eram retirados do
aquério reservatdrio a que ndo pertencia o macho a testar, de modo a evitar a influéncia de
interaccdes prévias no reservatdério. Tentdmos utilizar como intrusos individuos adultos de
igual ou menor dimensdo que o macho a testar. Quando foi introduzido o estimulo, durante
um periodo de 10 minutos, registaram-se:

1) Laténcia: o tempo decorrido até a aproximac¢&o do macho a fémea ou vice-versa.

ii) Comportamentos sexuais: registou-se continuamente a frequéncia de

comportamentos sexuais: observaram-se quais os comportamentos exibidos, bem

como a sequéncia dos mesmos. Registou-se ainda a posicdo no aquario em que cada
comportamento era exibido. Consideraram-se os comportamentos de tilting, jerking,

leading, quivering, pit circling, descritos com pormenor por Neil (1964).

iii) Escavac@io do ninho: no mesmo periodo, registdmos a frequéncia de escavacdo

do ninho. No entanto, apesar de haver na maior parte das vezes aumento das

dimensdes do ninho, raramente se observou este comportamento, ndo tendo sido
analisados estes dados.

iv) Comportamentos agonisticos: registou-se a frequéncia de perseguictes e

mvestidas durante a observacdo focal referida.

v) Proximidade: Durante um periodo total de dois minutos registou-se, de 10 em

10 segundos, a posicdo do macho e do intruso mna quadricula. Este tipo de

amostragem apenas foi possivel com o auxilio de sinais sonoros previamente

gravados, com a periodicidade indicada. Como medida da proximidade,
consideramos o numero de vezes, em cada periodo de amostragem, que os dois

individuos se encontravam na mesma célula da quadricula ou numa adjacente.

2.2.2 Acesso visual

Em cada experiéncia foram utilizados dois aquarios com capacidade de 33 1,
espacados lateralmente por 2 cm a 3 cm; em cada aquério as condicGes de temperatura, luz
e arejamento eram idénticas as descritas para os reservatorios. A parede de fundo de cada
aquario encontrava-se forrada externamente com plastico preto, bem como as paredes

laterais ndo adjacentes ao outro aquério; o termostato foi colocado em cada aquério, na



parede lateral forrada (Fig. 2.2). A quadricula desenhada tinha 12 células (4x3) de
dimensdes 12 cm x 4 cm. Num dos aquérios, o macho era colocado antes do periodo de
isolamento. Durante esse periodo, havia uma cartolina preta a separar os dois aquarios.
Cada macho foi também sujeito a uma situac@o controle (em que o aquério tinha as mesmas
dimensdes e condi¢cdes, sendo forrado em ambas as paredes laterais, ou nio se retirava a

cartolina).

”

Figura 2.2: Esquema da sitnacio experimental de acesso visual; a seta representa o final do
periodo de isolamento (quando se retira a cartolina, representada a tracejado). T,
termostato.
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No inicio de cada observagdo, a fémea era introduzida no aquério vizinho ao do
macho e era retirada a cartolina, permitindo ao macho observar a fémea e vice-versa. Cada
macho foi testado quando observava uma fémea do lado esquerdo e quando essa
estimulag@io se encontrava do lado direito, respectivamente. Quando o estimulo foi um
macho, foi-nos possivel a observagdo simultdnea do macho com estimulo a esquerda € a
direita respectivamente (cada sujeito servia simultaneamente de estimulo ao macho do
aquario vizinho).

Registou-se 0 nimero de vezes que cada macho foi observado em cada uma das 4
seccdes verticais do aqudrio (cada uma resultante da adicdo de trés células), que traduziam

a distdncia ao termostato e consequente proximidade ao estimulo.

2.2.3 Acesso quimico

Nesta situacdo apenas se testou a influéncia de estimulos quimicos eventualmente
emitidos por fémeas.

Os aquarios utilizados tinham as mesmas dimensGes, quadricula e condi¢Ges internas
dos utilizados para o estudo da estimulacdo visual. Todas as paredes dos aquérios excepto a
da frente encontravam-se forradas externamente com plastico preto. O macho era colocado

durante o periodo de isolamento num aqudrio, ap6s o que era transferido para um aquério



idéntico que tinha servido para o isolamento de duas fémeas, do qual haviam sido
previamente retiradas (Fig. 2.3). Estas fémeas eram normalmente utilizadas como estimulos
nas situagdes de acesso total e visual. Quando foi sujeito & situacdo controle, apds o

periodo de isolamento, o macho era deslocado para outro aquério igual, com dgua limpa.

V\]fneas 2°

Figura 2.3: Esquema da sitnacio experimental de acesso quimico. As setas representam o
final do periodo de isolamento {passagem para a 4gua em que estiveram duas fémeas).

2.2.4 Registo de comportamentos

Os comportamentos referidos em seguida, foram registados nas trés situagdes
experimentais ja referidas. Foi realizada amostragem focal-animal (c.f. Altmann, 1974).

Os registos foram feitos directamente para grelhas apropriadas. As observacdes
foram efectuadas no final do periodo de isolamento e em varios pontos amostrais ao longo
do tempo que serdo indicados em 2.2.5. Todas as observagdes foram feitas entre as

9h30min e as 19h30min.

Dimensdo do ninho: Registaram-se as medidas aproximadas do difmetro e
profundidade de cada ninho, encostando uma régua transparente ao vidro do
aquério; considerando que os ninhos escavados sdo cdmicos, determinou-se o
volume do cone invertido existente em cada caso; sempre que havia mais do que um
ninho, somaram-se os respectivos volumes.

Coloracao: Podendo variar a coloracdo entre uma coloragdo neutra que se
confunde com a areia € a cor preta tipicamente exibida pelos machos quando
defendem o ninho (Neil, 1964), atribuiu-se uma classificagdo arbitraria de 0 a 4 as
diferentes tonalidades, de modo a permitir classificd-las numa escala ordinal
(consoante o grau de pigmentagdo): as coloracdes consideradas tentam obedecer as
descritas por Neil (1964): o Neutro, a série dos cinzentos, (Dark series c.f. Neil) e
o Preto. Pinheiro (1980) descreve os mesmos padrdes com pormenor. Assim, foi

atribuida a seguinte classificagio: O=Neutro; 1=Cinzentol; 2=Cinzento2;



3=Cinzento3; 4=Preto. Cada coloracdo exibida foi classificada de acordo com a

escala anterior; as coloragdes consideradas intermédias, ou quando havia dividas

entre dois daqueles valores, foi ponderado um peso intermédio (incremento minimo

de 0.25 valores).

Actividade locomotora: Em cada ponto de amostragem, durante um periodo de 2

minutos, observou-se contmuamente o macho, tendo-se registado o nimero de

vezes que a boca do mesmo atravessou linhas da quadricula (cada célula da

quadricula tinha uma dimensdo semelhante ou ligeiramente inferior a dimensdo do

corpo dos machos).

2.2.5 Pontos de amostrageim

Os pontos de amostragem considerados para cada pardmetro comportamental

descrito em cada situacdo experimental, encontram-se esquematizados nas Tabelas 2.1 a

2.3:

Tabela 2.1: Pontos de amostragem de comportamentos de machos com acesso total ao estimulo. tO=final do
isolamento; t0°= ap6s introdugiio do estimulo; os restantes pontos referem-se ao tempo passado apés a introdugio do

estimulo.

Acesso total t0 t0’ 30’ 1h 2h 6h >24h
Act.Locom. ¢ ¢ ¢ 3 & ¢
Coloraciio ¢ 3 3 ¢ 4 % L3
Vol. Ninho & ¢ L 4 4 ¢ ¢ &
Laténcia &

Sexuais ¢ ¢ & 3 ¢ 4
Agonisticos ¢ ¢ L L4 ¢ ¢
Proximidade ¢ ¢ ¢ ¢ %

NOTA: Devido & morte de um peixe macho quando era intruso, provocada pelas interacgSes com o macho
residente, optimos pela separacdo dos dois machos sempre que a intensidade das interaccGes agonisticas o
justificasse. Assim, raramente foi possivel a observacio da interaccdo entre machos para além das duas horas.

Tabela 2.2: Pontos de amostragem de comportamentos de machos com acesso visual ao estimulo. t0=final do
isolamento; t0°= apés introdugio do estimulo; os restantes pontos referem-se ao tempo passado apos a

introdugéo do estimulo.

Acesso visual 10 10’ 30° ih 2h 6h >24h
Act.Locom. ¢ 4 ¢ ¢ ¢ ¢
Coloracio 4 4 3 L4 ¢ ¢ ¢
Vol. Ninho % 4 3 ¢ ¢ 4 4
Proximidade & $ ¢ ¢ ¢ ¢




Tabela 2.3: Pontos de amostragem de comportamentos de machos com acesso quimico ao estimulo. t0=final do
isolamento; t0°= apés introducgio do estimulo; os restantes pontos referem-se ao tempo passado apods a
introdugio do estimulo.

Acesso guimico t0 t0’ 30’ 1h 2h 6h >24h
Act.Locom, $ ¢ ¢
Coloracio ¢ % 4 % ' ¢ 4
Vol. Ninho ¢ ¢ ¢ ¢ ¢ 4 ¢

Nem sempre nos foi possivel utilizar o mesmo desenho experimental para os
mesmos pardmetros nas trés situacdes. Isto deveu-se ao facto de se ter tentado rentabilizar
a0 MAXimo oS tempos para observagdo, visto que por vezes decorriam simultaneamente as

varias situagoes.

2.2.6 Analise estatistica

Optou-se pela utilizacdo de métodos estatisticos ndo paramétricos dado que na
maioria dos casos nem a transformacdo dos dados permitia o cumprimento dos
pressupostos para uma anlise paramétrica. A homogeneidade da varifincia foi testada
utilizando o Teste de Levene; calculou-se também o indice de correlacdo entre a média € o
desvio padrao.

Para se testar se havia um efeito da posicdo em que era observado o estimulo visual,
testaram-se as diferencas entre os comportamentos observados quando o sujeito observava
um macho do lado esquerdo e direito ou quando observava uma fémea do lado esquerdo e
direito, respectivamente. Para tal foram utilizados testes de Wilcoxon para cada ponto de
amostragem e para cada tipo de estimulo. N&o se tendo encontrado diferencas significativas
para a maioria dos casos analisados, as andlises posteriormente realizadas apenas
consideraram as situacGes em que o estimulo se encontrava do lado esquerdo. Optou-se
pela utilizacdo destes valores por ter sido esta a primeira situagio experimental a ser
realizada (no caso do estimulo ser uma f€mea).

Nas situacOes de acesso total e visual ao estimulo, verificou-se uma grande
variabilidade nas dimensGes do ninho registadas no tempo t0. Assim, determinou-se para
cada hora e situacdo um valor de incremento do ninho em relagio ao valor inmicial
(subtraindo ao valor observado em cada hora, o valor apresentado em t0). Estes
mmcrementos foram comparados para cada hora entre os diferentes tipos de tratamento,

através de testes de Friedman ou Wilcoxon, quando se tratavam de comparacfes entre trés
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ou duas situacdes, respectivamente (c.f. 0 que ja foi descrito). Na situagdo de estimulac@o
quimica, ndo foi necessario este procedimento visto que o macho mudava de aquério; nas
comparacdes temporais excluiram-se os valores observados em t0.

Para testar a existéncia de diferencas na actividade locomotora, incremento do ninho
e coloracdo, utilizaram-se testes de Friedman na comparagdo entre os trés tratamentos (com
macho, com fémea, controle); para os pontos de amostragem em que ndo houve numero
suficiente de observagdes com macho, ou quando apenas se pretendia comparar duas
situacGes, utilizaram-se testes de Wilcoxon. Testou-se para cada situacdo a variagdo
temporal do comportamento considerado através de testes de Friedman. Fizeram-se
comparagdes a posteriori para os testes de Friedman (c.f. Siegel & Castellan Jr., 1988) para
se determinar entre que variaveis havia diferencas.

Para cada situacdo experimental apresentada, contou-se também o numero de peixes
que escureceu tendo-se comparado os valores observados para o estimulo fémea, controle
(e macho, no caso de estimulos totais ou apenas visuais) para cada hora, através de testes
de y*.

Para se testar a aproximagdo dos machos aos estimulos visuais, em cada uma das
situacdes e para cada hora, somou-se o numero de observacdes de cada individuo em cada
uma das quatro células que traduziam a distincia ao estimulo. Estes valores foram entdo

testados através de testes de .
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2. 3 RESULTADOS

As diferencas significativas para p<0.05 e para p<0.01, estdo assinaladas por * e **

respectivamente.

2.3.1 Actividade locomotora

A visualizagdo de outro individuo num aquério adjacente provoca um aumento na
actividade locomotora dos machos (Fig. 2.5). No entanto, quando estes t&ém acesso total ao
estimulo, o aumento da actividade locomotora ¢ ainda maior, sendo méaxima apds a
introdugdo de um macho, em que aumenta para para um valor superior ao dobro do valor
inicial (Fig. 2.4). Os estimulos quimicos nfo parecem ter influéncia: pela anélise das Tabelas
2.4 e 2.5 verifica-se que apesar de haver uma variagdo significativa, nunca hé diferenca (nos
pontos amostrados) em relagdo ao controle e os valores sdo sempre inferiores as outras
duas situacdes (Fig. 2.6). Em qualquer hora, a presenca de outro individuo no aquario ou o
acesso a estimulos visuais, provoca uma maior actividade nos machos em relacio a situagdo
controle. Curiosamente, até as duas horas de estimulagdo, a estimulagdo por um macho
apenas parece ser mais eficaz do que por uma fémea no aumento da actividade, quando o
acesso € total. Quando € apenas visual tal s acontece com o continuar da estimulaco,
embora nunca sejam atingidos valores tdo elevados quanto no acesso total.

No entanto, tanto com estimulos totais como apenas visuais, até 1h de estimulacéo,
apenas € significativa a diferenca entre as situages com macho e controle, embora nos
visuais 0 aumento da actividade locomotora quando estimulados por uma fémea seja maior
do que no controle. As 2h e 6h, ja se encontram diferencas significativas entre as situagdes
com fémea e controle, o que deixa de acontecer com a continuacdo da estimulagdo (em
ambos 0s casos houve um aumento da actividade locomotora do controle). Machos que
véem outro macho continuam a ter uma actividade significativamente superior ao controle.

Apesar de o padrdo de variacdo quando véem uma fémea e quando véem um macho
(pelo menos até as duas horas) ser semelhante ao que apresentam quando t€m acesso total,
nunca sdo atingidos valores de actividade locomotora tdo elevados como na primeira

situacdo.
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Actividade locomotora acesso total

200 +
150 + -
I Efémea
<]
E_ Emacho
< [icontrole

Tempo

Figura 2.4: Actividade locomotora média apresentada pelos machos na presenga de diferentes tipos de estimulos (fémea, macho, controle).
As barras representam o desvio padrio. Os valores dos testes de Friedman estdo representados na Tabela 2.4. Para cada hora, as letras
diferentes representam diferencas significativas nas comparacbes a posteriori para p<0.05; as 6h, z= 2.60, p=0.009 (n = 10); para t>24h, z
= 1.68, p=0.09 (n=10). Quando nio ha letras, todo o grupo é homogéneo.

Actividade locomotora acesso visual

Efémea
Emacho
@ controle

Act.loc.

30 th 2h 6h >24h
Tempo

Figura 2.5: Actividade locomotora média apresentada pelos machos quando véem diferentes tipos de estimulos (fémea, macho, controle).
As barras representam o desvio padrdo. Os valores dos testes de Friedman estdo representados na Tabela 2.4. Para cada hora, as letras
diferentes Tepresentam diferencas significativas nas comparagbes a posteriori para p<0.05. Quando nio ha letras, todo o grupo é
homogéneo.

Actividade locomotora acesso quimico

80

60 -+
J o

mfémea

‘2" 407 pIcontrole
<
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0 } t {

Ch

Tempo

Figura 2.6: Actividade locomotora média apresentada pelos machos na dgua em que estiveram duas
fémeas ou quando sio controle. As barras representam o desvio padrdo. Os resultados dos testes de
‘Wilcoxon estdo representados na Tabela 2.4,

13



TABELA 2.4: Resultados da ANOVA de Friedman para a actividade locomotora do macho nas situagdes de acesso total e visual e do teste
de Wilcoxon na situaglo de acesso quimico.

TOTAL VISUAL QUIMICO
Hora N %2 p< N %2 p< N T Z
Friedman Friedman
Oh 6 0.78 0.68 10 2.46 0.29 12 11.00 0.98 0.33
30° 6 7.00 0.03 * 10 6.51 0.038 *
1h 5 7.60 0.02 * 10 5.28 0.07
2h 4 6.50 0.04 * 10 10.4 0.005 #
6h 10 13.28 0.001 ** 12 14.50 1.32 0.18
>24h 10 9.8 0.007 #* 12 8.00 1.40 0.16

TABELA 2.5: Resultados da ANOVA de Friedman para a actividade locomotora ao longo do tempo, para cada tratamento; quando o
estimulo & um macho com acesso total, apenas se considera até as 2h.

TOTAL VISUAL QUIMICO
Trata- N ¥ p< N % p< N x p<
mento Friedman Friedman Friedman
¢/témea 11 9.61 0.087 11 13.14 0.02 * 12 8.43 0.0] **
¢/ macho 6 7.40 0.060 10 11.08 0.05 *
controle 12 8.34 0.139 11 4.90 0.43 13 0.93 0.63

Os resultados apresentados na Tabela 2.4 indicam-nos que ha em quase todos os
pontos de amostragem diferencas significativas na actividade locomotora entre os trés
tratamentos. Esta diferenca deve-se quase sempre a uma menor actividade quando controle

do que nas outras duas situagdes.

2.3.2 Coloracio

Quando sujeitos a introducdo de uma fé€mea no aquédrio, parece haver um
escurecimento dos machos (Fig. 2.7): a coloragdo média a qualquer hora apds a introducdo
da fémea ¢ sempre mais escura do que a inicial. No entanto, s6 ha diferenca significativa em
relagdo a coloracdo do controle, as 6h. A coloracdo € sempre mais escura na presenca de
uma fémea do que na presenga de um macho, até as 2h de interac¢do. H4 uma variacdo
temporal (até as duas horas) da coloracdo significativa, na presenca de um macho, que se
traduz num ligeiro escurecimento quando € introduzido o macho intruso no aquério,
adquirindo em seguida uma coloracdo mais clara do que a inicial. Quando apenas tém
acesso visual a fémea (Fig. 2.8), o escurecimento ¢ menos acentuado, e nunca € atingido o
mesmo grau de intensidade que se verifica quando o acesso € total. No entanto, parece

haver uma variacdo significativa na coloracdo do controle (Tabela 2.7).
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Coloragao acesso total

g fémea
Eimacho

Coloragédo
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Figura 2.7: Variagio da coloragio média dos machos na escala de O(neutro) a 4(preto) na presenga de diferentes tipos de estimulos (fémea,
macho, controle). As barras representam o desvio padriio. Os valores dos testes de Friedman estio representados na Tabela 2.6. Para cada
hora, as letras diferentes representam diferencas significativas nas comparagbes a posteriori para p<0.05; s 6h, z = 2.18, p=.0029 (n =
13); para £24h, z= 1.66, p=0.097 (n=13).

Coloragao acesso visual

o

ug

g

5 gmacho
°

(&} Dcontrole

1h 2h
Tempo

Figura 2.8: Variagio da coloragio média dos machos na escala de O(neutro) a 4(preto) quando véem diferentes tipos de estimulos (fémea,
macho, controle). As barras representam o desvio padriio. Os valores dos testes de Friedman estéo representados na Tabela 2.6. Para cada
hora, as letras diferentes representam diferencas significativas nas comparagbes a posteriori para p<0.05.

Coloragao acesso guimico

|Efémea
c1controle

Coloragéo

Oh 30 1h 2h 6h >24h
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Figura 2.9: Coloragiio média apresentada pelos machos quando estdo na dgua em que estiveram duas femeas ou quando sdo controle. As
‘barras representam o desvio padrdo. Os resultados dos testes de Wilcoxon estdo representados na Tabela 2.6.



Com a continuacdo do acesso visual a uma fémea (t>24h) tornam-se mais claros, o
que ndo acontece quando o acesso € total. Os estimulos quimicos ndo parecem ter efeito,

nunca havendo diferencas significativas em relagdo ao controle (Fig. 2.9).

TABELA 2.6: Resultados da ANOVA de Friedman para a coloragio do macho nas situagdes de acesso total e visual e do teste de Wilcoxon
na situagio de acesso quimico.

TOTAL VISUAL QUIMICO
Hora N o p< N 1 p< N T Z P
Friedman Friedman
Oh 8 1.78 0.41 10 2.65 027 12 7.50 0.63 0.53
0’h 8 1.87 0.39 10 0.06 097 12 12.00 1.24 0.21
30° 8 2.52 0.28 10 0.26 088 12 3.00 0.52 0.60
1h 7 1.68 0.43 10 0.19 091 12 6.00 1.35 0.18
2h 6 2.33 0.31 10 1.40 0.50 12 6.00 1.35 0.13
6h 10 0.86 065 12 19.00 041 0.68
>24h 10 545 0.06 12 18.5 0.47 0.64

TABELA 2.7: Resultados da ANOVA de Friedman para a coloragiio ao longo do tempo, para cada tratamento; quando o estimulo & um
macho com acesso total, apenas se considera até as 2h.

TOTAL VISUAL QUIMICO
Tratamento N r* p< N x* p< N x’ p<
Friedman Friedman Friedman
¢/ fémea 13 11.38 0.077 11 8.98 0.17 12 11.38 0.08
¢/ macho 6 10.02 0.04 * 10 3.14 0.79
controle 13 9.53 0.14 11 14.99 0.02 * 13 8.37 0.21

No entanto, em nenhuma das diferentes condicdes de estimulacdo se verifica uma
diferenca significativa no nimero de escurecimentos em relagdo & coloracdo inicial entre
machos controle, sujeitos a estimulacdo de uma fémea ou um macho respectivamente

(Tabela 2.8).

TABELA 2.8: Diferengas entre o ntimero de escurecimentos entre as trés situagdes, para cada hora; para o acesso total, em t=6h e t>24h,
apenas se consideram as situagBes ¢/ fémea e controle.

TOTAL VISUAL QUIMICO
Hora e p< e p< e p<
(Observ x Esper) (Observ x Esper) (Observ x Esper)

10°-t0 3.80 0.15 0.18 0.91 1.28 0.26
t30°-t0h 1.40 0.50 0.67 0.72 0.14 0.70
t1h-t0h 3.20 0.20 0.20 0.90 0.40 0.53
t2h-tOh 0.20 0.90 0.25 0.88 0.09 0.76
t6h-t0h 0.69 0.40 0.28 0.87 0.33 0.56
t>24h-t0h 0.07 0.80 2.00 0.37 0.11 0.74
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2.3.3 Ninhe

Quando tiveram acesso total ao estimulo, a dimensdo média dos ninhos dos machos
no final do periodo de isolamento, foi 320.14 cm® + 562.5 cm®, 666.15 cm® + 425.27 cm® e
647.08 cm’ + 520.05 cm’ antes da introducdo da fémea, do macho e para o controle,
respectivamente. Estas diferencas poderiam mascarar o aumento do volume dos ninhos. Na
situac@o de acesso visual, os volumes dos ninhos nos trés tratamentos também era varidvel
antes da introducdo do estimulo ( 277.54 cm’ + 293.82 e, 501.31 cm’® + 573.52 cm’ e
828.34 cm’ + 536.29 cm’ antes de verem a fémea, o macho e para o controle,
respectivamente). Assim, nas Figuras 2.10. a 2.12 estdo representados os incrementos para
cada hora, em relagdo a tOh.

Em qualquer situagdo, quando o estimulo € uma fémea, hd uma variacdo temporal
significativa do volume dos ninhos escavados (Tabela 2.10). Esta variacdo traduz o
aumento da dimensdo dos ninhos. No entanto, o incremento em cada hora é sempre
superior quando a estimulagdo € total (Fig. 2.10); na estimulagdo visual, o aumento do
incremento das 6h para as >24h, ¢ menor (Fig. 2.11), podendo traduzir um abrandamento
na escavacdo do ninho. Quando sujeitos a estimulos quimicos apenas se verifica um
aumento da dimensdo do ninho mais tarde, sendo menor que o incremento do controle as
>24h (Fig. 2.12); no entanto essa diferenca ndo € significativa.

No controle (acesso total) ha também um aumento significativo, no entanto o
incremento € sempre significativamente mferior ao verificado na presenca da fémea.

Na estimulac@o visual, em que os machos véem outro macho até >24h, had um
aumento significativo do incremento do ninho, sendo apesar de tudo inferior ao verificado

na presencga de uma fémea e superior ao do controle.

TABELA 2.9: Resultados da ANOVA de Friedman para o aumento da dimens3o do ninho em relago a t0 nas situagdes de acesso total e
visual e dos testes de Wilcoxon na situagiio de acesso quimico,

TOTAL VISUAL QUIMICO
Hora N v p< N x? p< N T Z P
Friedman Friedman

t0*h-t0 8 2.00 0.37 10 2.47 0.291 12 26.00 -- -

t30°-t0 8 2.80 025 10 3.60 0.165 12 26.00 - -

tih-t0 7 5.38 0.068 10 3.60 0.165 12 26.00 - -

t2ht0 6 7.52 0.02% 10 6.23 0.044 * 12 26.00 - -

t6h-t0 10 14.81 0.001 *+ 12 3.00 0.00 1.00
t24h-t0 10 6.44 0.040 * 12 3.00 1.86 0.06
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Figura 2.10: Variagio média da dimensdo do ninho corrigida para o valor inicial dos machos na presenga de diferentes tipos de estimulos
(fémea, macho, controle). As barras representam o desvio padriio. Os valores dos testes de Friedman estio representados na Tabela 2.9.
Para cada hora, as letras diferentes representam diferencas significativas nas comparac@es a posteriori para p<0.05; quando ndo hé letras,
todo o grupo € homogéneo; as 6h, z= 2.82, p=.0047 (n= 13); para t>24h, z= 2.98, p=0.029 (n=13).

Incremento ninho acesso visual
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Figura 2.11: Variagdo meédia da dimensio do ninho corrigida para o valor inicial dos machos quando véem diferentes tipos de estimulos
(fémea, macho, controle). As barras representam o desvio padrdo. Os valores dos testes de Friedman estio representados na Tabela 2.9.
Para cada hora, as letras diferentes representam diferencas significativas nas comparagdes a posteriori para p<0.05. Quando nfo ha letras,
todo o grupo € homogéneo.

Incremento ninho acesso quimico
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Figura 2.12: Dimensdo média dos ninhos escavados pelos machos quando estdo na dgua em que estiveram
duas fémeas on quando sdo controle. As barras representam o desvio padrio. Os resultados dos testes de
‘Wilcoxon estio representados na Tabela 2.9.
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TABELA 2.10: Resuitados da ANOVA de Friedman para a dimensdo do ninho ac longo do tempo, para cada tratamento; quando o
estimulo é um macho com acesso total, apenas se considera até as Zh.

TOTAL VISUAL QUIMICO
Trata- N v p< N ¥ p< N %’ p<
mento Friedman Friedman Friedman
c/fémea 13 62.11 0.00 ** 11 4271 0.00 ** 12 12.22 0.03 *
¢/macho 6 3.00 0.56 10 27.30 0.00 **
controle 13 12.92 0.04* 11 7.81 0.25 13 29.92 0.00 **

2.3.4 Comportamentos sexnais

Ndo hd uma variacdo significativa ao longo do tempo na frequéncia de
comportamentos sexuais () Friedman = 4.22, N=13, p< 0.52) embora a frequéncia média
méxima se verifique passados trinta minutos da introdugio da fémea (Fig. 2.13).

Na presenc¢a de um macho, ndo se observaram quaisquer comportamentos sexuais.

2.3.5 Comportamentos agonisticos

Pela anélise do grafico da Fig. 2.14, a frequéncia média de interacgGes agonisticas €
sempre significativamente superior na presenca de um macho, do que na presenca de uma
fémea. Quando o estimulo ¢ uma fémea, quase ndo ha interaccdes agonisticas, embora a
Tabela 2.12 indique a existéncia de uma variagdo significativa em que se atinge um valor

maximo logo apos a introdugdo da fémea.

TABELA 2.11: Comparagiio entre a frequéncia de interacgdes TABELA 2.12: Resultados da ANOVA de Friedman para a
agonisticas em cada hora quando o estimulo &€ um macho e uma frequéncia de comportamentos agonisticos ao longo do tempo,
fémea respectivamente (Testes de Wilcoxon). para cada tratamento; quando o estimulo € um macho, apenas se
Hora N T 7 p considera até as 2h.
0’h 8 000 252 0.012 * Trata- N Friedman p<
. . . 2

300 8 000 252 0.012 * mento X

1h 7 0.00 237 0.018 * ¢/ fémea 13 18.38 0.002 *#*

2% 6 0.00 2.20 0.028 * ¢/ macho 7 2.00 0.37
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Freq. sex.

Tempo

>24h

Figura 2.13: Variagio temporal da frequéncia média de comportamentos sexuais exibidos pelos machos na
presenca de wma fémea sexualmente madura. As barras representam o desvio padréo.

*k

Freq. ago.

Comportamentos agonisticos

E fémea
Elmacho

1h 2h €h
Tempo

Figura 2.14: Frequéncia média de comportamentos agonisticos nas interacgdes macho-fémea e macho-
macho. As barras representam o desvio padriio. Os resultados dos testes de Wilcoxon para cada hora

encontram-se representados na Tabela 2.11.

Proximidade

Proximidade

mfémea
EImacho

Tempo

>24h

Figura 2.15: Proximidade média de comportamentos agonisticos nas interacgbes macho-fémea e macho-
macho. As barras representam o desvio padrdo. Os resultados dos testes de Wilcoxon para cada hora

encontram-se representados na Tabela 2.13.
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2.3.6 Proximidade

Quando o acesso € total, a proximidade média enire 0 macho ¢ a fémea € sempre
superior a proximidade média entre os dois machos (Fig.2.15). No entanto, esta diferenca
nunca ¢ significativa (Tabela 2.13). Pelos resultados expostos na Tabela 2.14, ndo ha uma
variacdo temporal significativa da proximidade macho-fémea e macho-macho. De facto, em
ambas as situagdes a proximidade entre os individuos permanece elevada (sempre superior a
50% do tempo).

TABELA 2.13: Comparagio entre a proximidade entre TABELA 2.14: Resultados da ANOVA de Friedman para a
macho-macho e macho-fémea (Testes de Wilcoxon). variagdo temporal da proximidade entre o macho-macho e entre
Hora N T 7. p macho-fémea, respectivamente. Quando o estimulo é um
macho, apenas se considera até as 2h.
3° 6 750 063 053 Tonta N 3 >
th 5 500 067 050 e Frichman P
2h 4 400 0.36 0.71 -
¢/ fémea 11 6.98 0.14
¢/ macho 6 3.27 0.19

Como se pode verificar nos gréaficos da Fig. 2.16 no tempo Oh, em qualquer uma das
situacdes, ha uma maior permanéncia dos machos junto ou préximo do termostato. Quando
ndo ha qualquer estimulagdo (controle), esta proximidade mantém-se ao longo do tempo
(Fig. 2.16 i-m) embora a ocupacdo do lado oposto do aquério seja maior do que a das
seccOes centrais. No entanto quando os machos véem uma fémea (Fig. 2.16 a-d) ou um
macho (Fig. 2.16 e-h) no aquario adjacente, do lado oposto ao do termostato, verifica-se
nos graficos um deslocamento do pico de ocupagdo para a esquerda, que corresponde a
uma aproximac¢do dos individuos ao estimulo. Esta proximidade mantém-se ao longo do
tempo (nas horas ndo representadas graficamente a variacdo de ocupagdo do aquario €
semelthante). Pela analise da Tabela 2.15, o nimero de vezes que foram vistos machos em

cada célula nunca ¢ aleatdrio.

TABELA 2.15: Resultados do teste de y” para testar se o n° de vezes que foram vistos os machos em cada célula
do aquario foi aleatéria, quando viram do lado oposto ao termostato uma f&mea no aquario adjacente, um macho,
ou quando foram controle.

¢/ fémea ¢/ macho controle
Hora  y*(Observ p< 1*(Observ p< ¥*(Observ p<
x Esper) x Esper) x Esper)
Oh 100.50 0.00 ** 69.51 0.00 ** 55.12 0.00 #*
30 45.78 0.00 ** 86.92 0.00 ** 26.15 0.00 **
1h 22.23 0.00 ** 79.17 0.00 ** 56.69 0.00 **
2h 29.00 0.00 ** 111.35 0.00 ** 63.05 0.00 **
6h 26.87 0.00 ** 4791 0.00 ** 94.79 0.00 **
>24h 21.33 0.00 ** 43.35 0.00 ** 86.01 0.00 **
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Figura 2.16: Proximidade média dos machos ao estimulo. De a) a d), quando véem uma f&mea; de ¢€) a h) quando véem wm macho; de i) a

m) quando sdo controle. De A a D, as secgBes do aquézio: A=mais proxima do estimulo; D=mais afastada do estimulo e mais préxima do

termostato.
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2.4 DISCUSSAQ

Os estimulos sociais podem ser utilizados em diferentes processos de
reconhecimento: de um modo geral, diferentes espécies podem usar diferentes canais
sensoriais para a obtengdo do mesmo resultado. Apesar de algumas excepgdes, ao nivel do
reconhecimento sexual, sio importantes os estimulos comportamentais; a este nivel podem
também influenciar a coloracdo, o tamanho e a forma do individuo (Myrberg Jr, 1980).
Quando hé reconhecimento individual, este parece ser mediado principalmente por
pequenas diferencas no padrdo cromatico da espécie considerada.

Os machos de O. mossambicus reagem de modo diferente & presenca de estimulos
sociais diferentes. A presenca da fémea parece ser importante para a construcdo do ninho e
na estimulagdo de comportamentos sexuais. Quando o itruso € um macho, o facto de a
dimensdo do ninho ndo aumentar até as duas horas de interaccdo pode dever-se as
interac¢Ges agonisticas entre os machos, que se prolongam provavelmente até ao
estabelecimento de posi¢cdes de domindncia. A maior actividade locomotora, que se verifica
nessa situacdo, traduz as perseguicdes, em que os individuos se deslocavam rapidamente
por todo o aquério. Quando foi possivel prolongar a interaccdo entre machos até as 24h
(visuais), verificou-se que a partir das 6h ja havia escavacdo de nmnho. Uma vez
estabelecidas relagdes de domindncia, a presenca de outros machos ndo impede a escavagdo
de ninhos (como se verifica nas arenas).

O facto de a ligacdo do par se manter elevada no decorrer da experiéncia (como se
pode ver pela constincia da frequéncia de sexuais e pela elevada proximidade), pode ter a
ver com o facto de ndo ter sido observada nenhuma oviposicdo. Neil (1964) refere que pode
verificar-se a desova 1h a 1,5h apés a primeira visita da f€mea ao ninho. Provavelmente nas
arenas tudo se passa mais rapidamente, sendo talvez para isso necessiria a presenca de
outros individuos. Também nunca se observaram comportamentos de cortejamento a outros

machos.

Em alguns peixes a estimulacdo resultante de cortejamento provoca alteragdes de
coloragdo, que poderdo permitir por sua vez novos estimulos importantes para as
interaccOes sociais. A coloracdo e o movimento tém um papel importante, podendo estes

dois factores actuar separada ou conjuntamente, valorizando o potencial de cada um (Fryer
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& Tles, 1972). Estes autores concluiram que em Hemichromis bimaculatus o
reconhecimento sexual pode ser efectuado apenas com base em estimulos visuais.

As alteracOes lentas e rapidas na coloracdo dos vertebrados devem-se & dispersdo
dos grinulos pigmentares. Esta dispersdo ¢ regulada pela hormona estimuladora dos
melanéforos (MSH), secretada na pituitaria anterior (Goodenough et al., 1993).

Apesar de a coloragio preta dos machos surgir associada ao cortejamento (Neil,
1964), no nosso trabalho, embora a frequéncia desses comportamentos se tenha mantido
elevada, raramente foi atingida a coloracdo preta. O escurecimento foi répido, mas a
coloragdo predominante foi cinzento2-cinzento3. estes resultados ndo sdo de estranhar visto
que Neil (1964) refere que na presenca de uma fémea, a coloracfio preta ndo € atingida em
menos de um a dois dias; no entanto, segundo este autor, se um macho for colocado num
tanque com vérias fémeas, € atingida essa coloracdo em 24h. Neil (1964) considera
cinzento2 uma coloracdo alternativa ao cortejamento; de facto, a coloragdo preta nio €
necessaria para evocar uma resposta das fémeas, visto que no trabalho de Neil houve
fémeas que desovaram com machos cinzento2 e cinzento3. Por outro lado, também nunca
foi atingida a coloragdo preta na presenga de um macho; Neil (1964) refere também que
quando dois ou mais machos sdo colocados juntos num tanque, essa coloragdo sO aparece
a0 fim de alguns dias.

A importancia de estimulos sexuais em Ciclideos tem sido objecto de estudos ha ja
algum tempo e alguns trabalhos tentam identificar o tipo de estimulos envolvidos. Quando
fémeas de Tilapia macrocephala sdo isoladas visualmente em aquarios separados, a
frequéncia de desova € menor do que quando véem individuos da mesma espécie em
aquérios adjacentes. Estes resultados verificam-se qualquer que seja o sexo do individuo-
estimulo (Aronson, 1957). ApGs ter sido estimulada visualmente por um macho, deposita
ovos normalmente, mesmo apds remo¢do do individuo-estimulo (Aronson, 1965 in
Wingfield & Marler, 1988).

Baerends & Baerends-van-Roon (1950, in Aronson, 1957) concluiram que a
descriminagdo sexual pelos machos de O. mossambicus e de outros Ciclideos em que ha
incubagdo bucal dos ovos, depende do comportamento das f€meas em resposta ao
cortejamento dos machos.

Os trabalhos de Silverman (1978 a,b) contribuiram para a identificacdo do tipo de
estimulos sociais envolvidos na alteracdo de parametros reprodutivos em O. mossambicus.

Os nossos resultados confirmam a importancia de estimulos visuais nesta espécie, sobre os
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pardmetros comportamentais estudados. Quando foi permitida ao macho de O.
mossambicus a visualizacdo de outro individuo conspecifico num aquério adjacente, houve
a aproximacdo ao estimulo, independentemente do sexo do mesmo. Verificou-se um
aumento na sua actividade locomotora e na dimensdo do ninho. No entanto, €sse aumento
foi superior quando o individuo-estimulo era uma fémea, do que quando era um macho.
Estes resultados levam-nos a supdr que os machos de O. mossambicus t€m capacidade de
descriminar individuos de sexos diferentes apenas com base em estimulos visuais. Neste
trabalho nada se pode concluir sobre que estimulos concretos emitidos pelas fémeas
(coloragdo, forma ou comportamentos) alteram a resposta do macho.

O facto de O. mossambicus apresentar grande dimorfismo sexual na coloragéo,
tamanho e forma, bem como a ripida capacidade de mudanca de coloragdo, parecem
reforcar a importancia de estimulos visuais nesta espécie.

Silverman (1978 b) ndo encontrou uma relagio entre o sexo do animal-estimulo e a
amplitude da resposta (eixo reprodutor), quer de machos quer de fémeas, apesar do
dimorfismo sexual. Refere que isto poderd reflectir um efeito geral de conspecifico,
relacionado com a gregaridade desta espécie, em que a “presenga “ poderia ser importante.
Mas levanta a hipdtese de efeitos comportamentais especificos se suplantarem em relagdo a
“presenca” em grupos mistos. Pelo menos em relaco a alguns dos parametros estudados no
nosso trabalho (dimensdo do ninho e actividade locomotora), parece haver uma influéncia
dos estimulos sociais que sdo percepcionados pelo macho como algo mais do que uma
simples “presenca”, visto que as respostas a individuos de sexos diferentes sdo
diferenciadas.

A capacidade de resposta de escavacgdo de ninho face a estimulos visuais € vantajosa,
visto que € um meio rapido de propagacdo de informagdo que pode ser reconhecido pelos
machos vizinhos da arena e contribuir para a regulacdo das interaccOes entre machos
territoriais; por outro lado, a prépria construcdo do ninho, pode ser percepcionada
visualmente por outros individuos.

No entanto, os estimulos visuais ndo devem ser suficientes para permitir a totalidade
dos comportamentos. De facto, Fryer & Iles (1972) concluiram que Hemichromis
bimaculatus € uma espécie menos especializada do que a maioria das espécies endémicas
dos grandes lagos, sendo improvavel que em espécies com um sistema social mais
elaborado, como € o caso de O. mossambicus, esta seja a Unica forma de comunicacgdo

envolvida. De facto, tanto em relacio a aspectos morfofisiolégicos como em relagdo a
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frequéncia de comportamentos, Silverman (1978 a, b) salienta a importancia de estimulos
visuais mas também de outro tipo de estimulos sensoriais, visto que as respostas observadas
quando o acesso ao estimulo € total so sempre mais fortes do que quando € apenas visual
(nomeadamente na acelera¢do da ovulagdo). Os nossos resultados confirmam esta hipdtese.
Nas nossas observagdes, o aumento da actividade locomotora do macho de O.
mossambicus e do ninho em relagdo aos valores observados nas situagdes controle, foi
superior na situacdo de acesso total em relacdo aos aumentos verificados apenas com
acesso visual a uma fémea.

Apesar de em muitas espécies de peixes serem principalmente os estimulos visuais
que influenciam os comportamentos sexuais dos machos (e.g. no guppy, Poecilia
reticulata, Baerends et al., 1955 in Wingfield & Marler, 1988), noutras os estimulos
quimicos parecem ser 0s principais.

Visto que hd diferentes hormonas envolvidas no controle das diferentes fases do
ciclo de maturac@o das gdénadas, estas poderiam servir como estimulos quimicos Uteis para
mformar os conspecificos sobre o estado reprodutivo de potenciais parceiros sexuais (Kime,
1982; Jobling, 1995). £ o que acontece com o peixe-dourado (Carassius auratus), em que
os machos conseguem discriminar fémeas ovuladas de fémeas ndo ovuladas apenas com
base em estimulos quimicos; a feromona parece estar presente no fluido ovéarico e € liberta
apos ovulacdo, o que atrai os machos e neles estimula o comportamento de cortejamento
que acompanha a desova (Partridge et al., 1976 in Wingfield & Marler, 1988; Billard et al.,
1990). Na altura da ovulagfo, prostaglandinas envolvidas na ruptura folicular s@o libertas
pelas fémeas para a 4gua, onde provocam uma estimulagdo sexual dos machos através do
sistema nervoso central (Stacey et al., 1987). Machos maduros com estimulos sociais de
fémeas receptivas t€ém maiores niveis plasmaticos de GtH e volume de esperma do que
quando em grupos s6 de machos (Kyle ef al., 1985 in Wingfield & Marler, 1988).

Em Poecilia reticulata a fémea produz uma feromona que atrai machos
conspecificos (Meyer et al., 1982 in Wingfield & Marler, 1988). Em salmonideos uma
feromona sexual da fémea estimula a aproximacdo e comportamentos sexuais no macho
(Honda, 1980). A fémea de guppy também produz uma feromona livre ou conjugada que
atrai o macho (Jobling, 1995).

A Tlibertacdo de feromonas foi identificada noutras espécies; no entanto em tilapias
sdo poucas as evidéncias. A observacdo de que a actividade de cortejamento do macho

aumentava significativamente com a aproximag@o do periodo reprodutor da fémea, apenas
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se estes se encontrarem no mesmo aqudario, levou Silverman (1978 a, b) a relacionar estes
factores com uma andlise histolégica das génadas: os contactos visuais parecem acelerar a
ovulacdo de odcitos desenvolvidos, mas ndo influenciam o desenvolvimento dos odcitos;
estimulos ndo visuais parecem acelerar ndo sé a ovulacdo e o inicio da vitelogénese,
afectando a duracdo do desenvolvimento dos odcitos. Por outro lado, Kim & Liley (ndo
publ. in Liley, 1982), verificaram que feromonas sexuais emitidas por fémeas ovuladas de
O.mossambicus, provocavam um aumento da escavacdo do ninho e do escurecimento dos
machos isolados.

No nosso trabalho, ndo se verificaram alteracdes dos pardmetros estudados em
resposta a estimulos quimicos. No entanto, estes resultados poderdo dever-se ao facto de o
macho ter mudado para um aquario totalmente desconhecido e de talvez o tempo de
amostragem ndo ter sido suficiente para detectar o efeito de uma feromona (ou deste ter
desaparecido quando o macho volta a ficar ambientado). Também se poderia dar o caso de
apenas terem um efeito primer que s6 se notaria ao fim de algum tempo. As respostas
comportamentais observadas por Kim & Liley (nfo publ. in Liley, 1982), tornavam-se
aparentes vérias horas ou dias apds a exposicdo ao estimulo. De facto, no nosso trabalho,
sé a partir das 6h se detecta a escavagdo de ninhos, cujas dimensdes aumentam até as 24h;
nos outros pardmetros ndo se detectaram alteracdes conclusivas.

Assim ndo se devera excluir a hipdtese de libertagdo de feromonas pela f€mea, que
possam ter influéncia no comportamento dos machos.

Silverman (1978a) refere que fémeas maduras de O, mossambicus poderiam libertar
substdncias quimicas que estimulassem ou facilitassem os comportamentos de corte do
macho quando este tivesse acesso visual & fémea. De acordo com esta hipétese € com os
nossos resultados, estimulos visuais emitidos pelas fémeas s6 por si poderiam influenciar
algumas respostas comportamentais (mesmo que incompletas), 0 mesmo ndo acontecendo
com 0s quimicos.

No peixe-anjo Pterophyllum scalare (ciclideo), tanto estimulos quimicos como
visuais sdo potentes reguladores do comportamento de desova (Chien, 1973 in Wingfield &
Marler, 1988).

Myrberg Jr. (1980), refere a possibilidade de sinergismo entre diferentes
modalidades sensoriais e de percepcdo gestaltica. Assim, também se pode levantar a
hipétese de, em O. mossambicus, os estimulos quimicos, apesar de necessdrios, apenas

serem efectivos quando em conjunto com outros estimulos sensoriais (visuais e/ou outros).
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E o que parece acontecer, pelo menos nalgumas espécies de Ciclideos, em que a capacidade
que o progenitor tem de reconhecimento diferenciado das suas ninhadas, parece depender
da associacdo de estimulos visuais e quimicos emitidos pelos juvenis (Myrberg 1966, in
Myrberg Jr 1980).

Mesmo existindo a libertacdo de substincias quimicas importantes na comunicacio,
também poderdo estar envolvidos outro tipo de estimulos, nfo estudados no presente
trabalho. Segundo Myrberg Jr. (1980), em muitas espécies de peixes, os sons emitidos no
cortejamento sdo apenas produzidos pelo macho, o que poderia permitir o reconhecimento
sexual. Segundo Marshall (1972 in Wingfield & Marler, 1988) os machos de O.
mossambicus produzem sons que influenciam a oviposi¢do em f€meas isoladas. Mesmo que
nesta espécie ambos os sexos emitam sons, poderd haver diferencas, por exemplo, na
modulagdo do som entre machos e fémeas.

O facto de a proximidade entre 0 macho e a fémea durante o cortejamento se ter
mantido elevada, aumenta a probabilidade de ocorréncia de contactos corporais entre o0s
individuos. Durante o cortejamento, varios comportamentos envolvem toques entre o
macho e a fémea em muitas espécies (Aronson, 1957). Assim, o contacto entre o macho € a
fémea durante a interaccdo, podera ser importante para a continuac¢fo da mesma.

Dada a diversidade de mecanismos pelos quais os estimulos sociais interagem com o
comportamento em diferentres espécies, ndo devem ser feitas generaliza¢des. Os estimulos
relevantes em cada caso deverdo ser identificados e interpretados segundo o sistema social
em que o animal est4 inserido bem como o contexto ecoldgico onde decorre a mteracgdo. A
importincia relativa de cada modalidade sensorial também poderd variar no mesmo
individuo, com o contexto social. Sendo O. mossambicus uma espécie com um sistema
social que envolve interaccGes complexas entre os individuos do mesmo sexo e do sexo
oposto, € pouco provavel que haja apenas um tipo de estimulos a influenciar as respostas
comportamentais. A integracdo de informacdo proveniente de virios canais sensorials seria
vantajosa pois daria informagio mais precisa sobre a situagdo onde seria exigida uma
resposta comportamental. Segundo Silverman (1978 a), a existéncia de um sistema
interactivo permite poupar energia na emissdo constante de sinais. Num ambiente em que
podem variar as condicOes que afectam a transmissdo segundo alguns canais, a integragdo
de informacdo diversa pode ser util.

Os estimulos visuais poderdo ser mais efectivos e mais econdmicos do ponto de

vista energético na defesa do territorio; muitas interac¢Ges entre machos vizinhos envolvem
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exibigdes que por vezes ndo implicam contacto corporal, nas fronteiras entre territorios.
Estimulos visuais tém a vantagem de serem imediatos, direccionais e informativos mas a sua
eficicia € menor na 4gua do que no ar, dependendo da turbidez e redugdo da luminusidade
com a profundidade (Colombo et al., 1982). Em particular, os odores propagam-se devagar
na agua, de acordo com a velocidade de difusdo molecular e transporte pelas correntes, mas
a sua fonte pode ser detectada pelos peixes a longas distancias (Colombo ef al., 1982; Liley,
1982). No entanto, os sinais quimicos limitam a possibilidade de mudanca de uma
mensagem para outra (Liley, 1982). A libertacdo de feromonas que informassem o macho
acerca da condicdo reprodutiva das fémeas seria vantajosa, visto que as fémeas desta

espécie, quando ovuladas, ndo apresentam grandes alteracdes na fisionomia.

A capacidade de reconhecimento sexual é importante visto que ha diferencas nas
mteraccGes entre individuos do mesmo sexo e do sexo oposto; por outro lado, h4 vantagens
num processo rapido de reconhecimento de estimulos numa interac¢do, em que o
comportamento de um individuo depende dos estimulos emitidos pelo outro. Assim, os

estimulos visuais sdo importantes, mas provavelmente ndo sdo suficientes.



3. INFLUENCIA DE ESTIMULOS SOCIAIS NQOS NIVEIS DE
ESTEROIDES SEXUAIS

3.1 INTRODUCAO

Em muitas espécies de teledsteos, detectaram-se nas fémeas niveis de testosterona
idénticos ou superiores aos dos machos (Godwin & Thomas, 1993; Goodenough et
al.,1993). A testosterona é um dos principais esterdides na circulagdo de fémeas de varias
espécies incluindo tilapias (Trewavas, 1983). Assim, esta hormona foi questionada como o
principal androgénio nos peixes. Ao contrario dos testiculos da maioria dos vertebrados, os
dos teledsteos sdo capazes de sintetizar derivados de androstenediona e de testosterona,
com um grupo hidroxilo ou ceto na posicdo 11 no nucleo de esteroide (Billard ef al, 1982).
Assim, o androgénio considerado como caracteristico dos teleosteos € a 11-
cetotestosterona (11-KT) (Liley & Stacey, 1983; Matty, 1985; Scott, 1987; Kime, 1993).
Para além destes dois androgénios, os testiculos dos peixes podem sintetizar outros
esterdides como a androstenediona (Fostier et al., 1983, Loir, 1990, Bourne, 1991 in
Redding & Patifio, 1993), progesterona, 17c-hidroxi-4-pregnen-3-ona, 170.,20pB-dihidroxi-
4-pregnen-3-ona (17,20B-P), 11-desoxicorticosterona € provavelmente pequenas
quantidades de estrogénios (Fostier et al., 1987; Barry et al., 1993 in Redding & Patifio,
1993). O niimero de estudos com progestagénios ¢ menor (Vilia, 1995). Em machos de
salmonideos, o mais frequente € a 17,20B-P; apesar desta hormona induzir a maturacéo dos
obcitos em muitos teledsteos (Candrio & Scott, 1987 a); Kime, 1993), a sua actividade
surge relacionada com a espermiago (sensu Jobling, 1995) em muitas espécies (Billard,
1986). Mais recentemente, detectou-se a presenca de 17c,20o-dihidroxi-4-pregnen-3-ona
(17,200-P). Vilia (1995) e Oliveira et al. (1996) referem varios trabalhos em que ¢
salientada a importincia deste esterdide em espécies de ciprinideos, pleuronectiformes,
serranideos, perciformes e sparideos.

A analise estrutural de um nimero cada vez maior de hormonas em peixes revela
diferengas entre classes, entre varios grupos de peixes, ou por vezes deniro da mesma
espécie (Godwin & Thomas, 1993; Wendelaar Bonga, 1993). A importancia relativa de

diferentes esterdides sexuais varia conforme as espécies. Assim, sdo necessérios estudos que
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caracterizem os esterdides testiculares presentes em cada espécie, para uma melhor
compreensdo dos processos envolvidos na reproducéo.

Os esterdides produzidos nas gonadas dos peixes podem exercer uma influéncia
directa na expressdo dos comportamentos, ou indirecta, influénciando as caracteristicas
sexuais secunddrias importantes nas interac¢des entre os individuos ou, por vezes,
afectando o metabolismo geral dos individuos (Liley, 1969; Liley, 1980; Fostier ez al., 1983
in Redding & Patifio, 1993; Liley & Stacey, 1983; Matty, 1985; Jobling, 1995). Por
exemplo, as fémeas de esgana-gata (G. aculeatus) seleccionam os parceiros sexuais com
base na coloracéo, caracteristica dependente de androgénios.

A maioria dos estudos com teledsteos evidencia a influéncia de androgénios
testiculares na expressdo de comportamentos do macho. Muitos desses trabalhos baseiam-
se em correlagdes encontradas entre os niveis plasmaticos de androgénios e os
comportamentos reprodutores (Liley ef al., 1987; Moore, 1987; Hourigan ef al., 1991), na
supressdo dos comportamentos apds castracdo dos individuos ou na administracdo de
substdncias com propriedades antiandrogénicas e no facto da administracdo de androgénios
aumentar a ocorréncia de comportamentos reprodutivos do macho (Hinde, 1970; Matty,
1985; Moore, 1987; Goodenough et al., 1993).

De um modo geral, as hormonas podem modificar o comportamento, afectando os
mecanismos sensoriais ou perceptivos, o desenvolvimento ou actividade do sistema nervoso
ou os mecanismos efectores importantes na execucdo do comportamento (Hinde,1970;
Huntingford & Turner, 1987; Goodenough et al., 1993; Hutchison, 1993).

Os esteroides sexuais podem exercer retrocontrole positivo e negativo no cérebro,
hipotdlamo, pituitdria e génadas (Billard ef al., 1981; Peter, 1982; Kah, 1986; De Leeuw et
al., 1987; Redding & Patifio, 1993; Jobling, 1995). No eixo cérebro-pituitaria-génadas ha
uma interaccdo estrutural e funcional entre os seus componentes; este sistema dindmico
pode sofrer alteracdes ao longo da vida, havendo uma grande variabilidade biologica no
modo de variagdo dos acontecimentos neuroenddcrinos. Apesar de se poderem fazer
consideracdes gerais, ¢ dificil extrapolar os aspectos mais detalhados de espécie para
espécie (Schreibman ef al., 1990).

Lesdes no cérebro e estimulagdo, implantes cerebrais de esterdides, auto-radiografia
e técnicas electrofisiolégicas e bioquimicas tém sido usadas para identificar areas cerebrais
especificas que medeiam os efeitos dos esterdides sexuais no comportamento (Davis ef al.,

1977; Demski & Hornby, 1982; Peter, 1982; Moore, 1987; Kah et al., 1993).
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Os trabalhos de Hutchison (e.g. Hutchison & Hutchison, 1983; Hutchison, 1991;
Hutchison, 1993) contribuiram para a compreensdo do processo de aromatizacdo de
testosterona a estrogénios para a manifestagdo de algumas respostas comportamentais, a
nivel central. Também em teledsteos se detectaram efeitos comportamentais regulados por
accio da aromatase (e.g. Callard ef al., 1978; Callard ef al., 1981; Callard, 1982; Pasmanik
et al., 1988). Também a accdo cerebral de So-reductase pode modular os niveis de
testosterona circulante em teledsteos e noutros vertebrados (Pasmanik & Callard, 1985).

Em todos os vertebrados os androgénios afectam diferentes aspectos do
comportamento sexual (Kah et al., 1993). No entanto, poucos trabalhos determinaram que
comportamentos especificos estdo dependentes de androgénios, ou quais os androgénios
implicados. Apesar da regulagdo de comportamentos reprodutivos, incluindo construgio de
ninho, cortejamento e postura € comportamentos agressivos (territoriais ou ndo) parecerem
depender de androgénios, hd resultados contraditérios: em alguns trabalhos estes
comportamentos persistem ap0s castracdo. Faltam trabalhos que testem a eficdcia relativa
de diferentes esterdides testiculares na estimulagdo de comportamentos (Liley & Stacey,
1983; Moore, 1987).

Dos teledsteos oviparos, o peixe-dourado (C. guratus) € a espécie mais estudada em
termos da base hormonal dos comportamentos sexuais que ocorrem durante o acasalamento
e postura. O cérebro concentra esteréides sexuais, que foram implicados no comportamento
sexual (Kyle & Peter, 1982, Koyama et al., 1984 in Kah, 1986).

Além das alteragOes a longo prazo em que as hormonas estdo envolvidas, em
algumas situagdes parecem estar envolvidas em alteracdes rapidas de alguns minutos ou
mesmo segundos (Liley, 1969).

Erickson (1985) sintetiza os primeiros trabalhos sobre a influéncia de estimulos
sociais nos niveis hormonais, realizados em aves. Os trabalhos de Lehrman (1965 in Liley,
1969) e de Hinde (1965 in Liley, 1969) com aves foram dos primeiros a considerar a
importdncia da interacgdo entre factores externos e internos na coordemagdo de
comportamentos reprodutivos: ndo sdo apenas as hormonas que influénciam o
comportamento, como o comportamento também afecta o estado enddcrino (Liley, 1969;
Liley & Stacey, 1983; Stacey, 1983). Harding & Follett (1979) salientam a importancia do
sistema enddcrino na resposta imediata do individuo a estimulos sociais criticos, dada a

rapidez com que as alteragdes hormonais podem ocorrer durante uma interacgdo social.



Nas espécies em que ha reversdo sexual, alteracdes dos padr8es hormonais sdo
acompanhadas de alteragdes cromaticas e de comportamentos (Reinboth, 1980). Este autor
refere alguns trabalhos sobre o controle social da inversdo sexual .

O comportamento reprodutivo surge normalmente sincronizado com a matura¢ao
das gonadas e as condigdes ambientais apropriadas & reproducdo (Liley, 1969; Sachs &
Meisel, 1988). Em muitas espécies s6 no final da fase de crescimento das gomadas (e
gametogénese) se d4 a espermiacio e aparecem os comportamentos de construgdo de ninho
e cortejamento. Estimulos sociais emitidos por outros individuos, olfactivos, visuais ou
outros, podem permitir a activagdo comportamental do sistema enddcrino. Os estudos das
interacces entre hormonas e comportamentos tentam compreender de que modo as
hormonas modulam o comportamento e vice-versa. No entanto, a maioria dos estudos em
endocrinologia comportamental ainda se encontra na fase de identificacdo de quais as
hormonas existentes e das estruturas anatomicas envolvidas (Moore, 1987).

A capacidade de fazer escolhas rapidas no acasalamento deve aumentar a eficacia
reprodutora. Alteragdes rapidas na formacdo de estrogénio no cérebro parecem acompanhar
a escolha do parceiro em aves, com alteragdes subitas do comportamento de corte do
macho (Hinde, 1965, Lehrman, 1965, in Lovari ef al., 1994; Hutchison & Hutchison, 1983;
Hutchison, 1991) e os processos cognitivos envolvidos nessa escolha também envolvem
provavelmente a ac¢do de esterdides (Lovari ef al., 1994).

Nas espécies com repertérios comportamentais elaborados,  estimulos
comportamentais de conspecificos, podem influénciar a actividade endocrina e talvez até
estimular a ovulacdo e a espermiacdo (Lam & Munro, 1987; Liley, 1980). Este autor refere
alguns trabalhos com ciclideos em que os estimulos sociais influénciam o ciclo reprodutor e
outros em que a estimulagdo social € provavelmente responsavel pela sincromiza¢do nos
ciclos de postura em populagdes de Lepomis e esgana-gata (G. aculeatus).

Em O. mossambicus, foram feitos varios estudos sobre a influéncia de estercides
sexuais em aspectos da reprodugdo: Clemens & Inslee (1968 in Liley & Stacey, 1983)
observaram a reversdo sexual em machos apés administracdo de androgénios; 0s mesmos
resultados foram obtidos por Billy (1982 in Liley & Stacy, 1983); este autor salienta o
controle endécrino da coloragdo. Kime (1982) e Kime & Hyder (1983) detectaram niveis
elevados de vérios androgénios, incluindo a 11-KT. Kim & Liley (ndo publ. in Liley, 1982)
detectaram a libertacio de uma feromona pela fémea de O. mossambicus. O trabalho de

Oliveira et al. (1996) revela ndo s6 niveis de androgénios e de progestinas na urina de
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machos de O. mossambicus, como também a variacdo destes esterdides, regulada
socialmente. Estes autores concluiram que as interaccdes sociais em machos de O.
mossambicus tém um efeito modulador a curto prazo nas concentragdes urinarias de
esteréides sexuais: estes autores formaram grupos de individuos apés um periodo de
isolamento social; apos a formacdo dos grupos, os indices de domindncia determinados
eram bons predictores das concentracdes de esterdides. Sugerem também fungGes diferentes
para os androgénios e as progestinas; encontraram uma correlagdo positiva enire os niveis
urinarios de e 17,20B-P e os ninhos escavados pelos machos, mas s6 da 17,200-P com o
cortejamento. Segundo estes autores, as alteracdes de 17,20a-P em O. mossambicus $30
semelhantes as da 17,20B-P em salmonideos; ha evidéncias que apontam para um papel de
feromona.

Os estudos do controle de comportamentos reprodutivos nos peixes podem ter
aplicagdes economicas ¢ podem contribuir para o entendimento da evolugdo do controle
hormonal do comportamento sexual nos vertebrados (Stacey, 1983). Muitos aspectos na
relacdo entre o sistema enddcrino € o comportamento, podem ter aplicagdo em gestdo e
cultura de stocks de peixes (Bardach & Magnuson, 1980; Billard, 1982, 1986, 1987 a;
Baroiller & Jalabert, 1989).

Nesta parte do trabalho estuda-se a interacgdo entre comportamentos exibidos por
machos de O. mossambicus € os niveis urinarios dos esteréides sexuais T, 11-KT, 17,200-P

e 17,20B-P quando sujeitos a interac¢des sociais com machos e fémeas da mesma espécie.

3.2 METODOLOGIA

Nos teledsteos, as concentracGes plasmaticas de testosterona sdo por vezes
superiores nas fémeas. Assim, a definicdo classica de androgénios nfo € adequada: ha que
diferenciar entre a estrutura quimica e a actividade biologica e restringir a definigdo de
androgénio e estrogénio aos esterdides com estrutura C19 e C18 respectivamente; deve
referir-se a actividade biolégica como androgénica ou estrogénica, independentemente da
sua estrutura quimica (Kime, 1987, 1993). Para pormenores da nomenclatura de esteroides,

ver Kime (1987).

34



3.2.1 Extraccéio de urina

Optou-se pela extraccdo de urina apenas em alguns pontos de amostragem, para
minimizar a manipulacdo dos animais. Assim, recolheu-se urina no final do periodo de
isolamento (t0), 6h e >24h apds a introduc@o do estimulo (c.f. o descrito em 2.2.5.). Todas
as amostras de urina foram recolhidas apds as observactes de comportamentos, para que
estas observacdes ndo fossem influenciadas pela manipulacdo sofrida nesse processo.

Na recolha das amostras, retiraram-se os individuos da agua; a urina era retirada
pressionando levemente a parte inferior dos flancos, atrds da papila genital. A urina foi
directamente recolhida para tubos Eppendorf de 1,5 ml Tentou-se que todo este
procedimento fosse o mais rapido possivel (<1min). Os individuos eram entdo novamente
introduzidos nos respectivos aquarios. As amostras foram congeladas a -20°C até posterior

utilizagdo.

3.2.2 Determinacio das concentracdes hormomnais

As amostras foram transportadas em gelo seco em recipiente adequado para o
Laboratério de Radioisotopos da Unidade de Ciéncias e Tecnologias de Recursos
Aquaticos da Universidade do Algarve, onde se procedeu a determinacdo das respectivas
concentragdes hormonais.

E possivel medir os esterdides conjugados directamente nos fluidos biologicos por
radioimunoensaios. No entanto, na maioria dos trabalhos procede-se a uma desconjugacio

inicial, seguida de extracdo e de radioimunoensaios (Scott & Vermeirssen, 1994).

3.2.2.1 Desconjugacio e extrac¢io

Os esterdides livres dissolvem-se preferencialmente em solventes orgénicos,
enquanto as formas conjugadas sendo mais hidrofilicas, permanecem na fase aquosa.

Foram utilizados 3ml de éter para extracgdo das formas livres em 25 pl de urina.

Devido a grande resisténcia de muitos esterdides sulfatados & hidrdlise por muitas
preparagBes de sulfatases, ¢ necessario proceder a solvolise acida, para clivar o grupo
sulfato da molécula de esterdide; as condi¢des acidas tornam os esterdides sulfatados
soliiveis em solventes orginicos (Scott & Vermeirssen, 1994). Assim, apds a extrac¢do dos
livres, juntou-se & fase aquosa anterior acetato de etilo como solvente organico e acido
trifluoroacético (TFA) na proporgdo 100:1. Geralmente & utilizado o 4cido sulfiirico; no

entanto, Scott & Canario (1992 in Scott & Vermeirssen, 1994) substituiram este acido pelo
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TFA por ser mais facil de remover devido a sua maior volatilidade. Apds mncubagdo a 40°C
durante a noite, a solucdo foi evaporada num banho a 40°C e com o auxilio de um fluxo de
azoto gasoso. Em seguida, juntaram-se 0.25 ml de tampdo acetato € extrairam-se oS
esterdides libertos com 3ml de éter dietilico.

A desconjugacdo dos esterdides glucuronizados € feita por hidrdlise enzimatica. A
fase aquosa obtida anteriormente, foram adicionados 10 pl da enzima B-glucuronidase,
tendo-se deixado a solugdo a incubar a 37°C (noite). Os esterdides assim libertos foram
extraidos com éter dietilico. Cada fraccdo foi diluida em 1 ml de tamp@o acetato com BSA e
congelada até posterior utilizacdo. Nas extracces a fase aquosa foi congelada num banho
de etanol a -30°C; o éter foi evaporado num evaporador de vacuo (SpeedVac Plus SC1101-

SAVANT); as centrifugacGes foram feitas a 700 rpm durante 3 min .

3.2.2.2 Radioimunoensaios (RIA)

Esta técnica permite a quantificacdo dos esterdides em estudo, através da sua
ligagdo a anticorpos especificos para os mesmos. Baseia-se na competicdo entre um
marcador radioactivo e a hormona fria, nio marcada, para um nimero limitado de sitios de
ligagdo nas molélculas de anticorpo (Vilia, 1995). Com base em concentragdes conhecidas
de hormona fria e marcador, determina-se uma curva padrdo, a partir da qual se determina a
concentragdo da hormona eﬁ estudo (Vilia, 1995).

A quantidade de marcador utilizada na quantificagio de cada hormona foi a que
permitia 1500 cpm em 100 pl de solucdo; a quantidade de anticorpo era a que correspondia
a c.a. 50% de ligagdo marcador-anticorpo, tendo sido determinada previamente para cada
hormona, por titulagio. Ap6s incubacdo a 4°C, foram adicionados a cada tubo 750 ul de
solucdo de carvdo activado e dextrano, aguardando-se o tempo necessario at¢ a reacgdo
atingir o equilibrio (12 min). Procedeu-se entdo & sua centifugacdo a 2000 rpm, durante 12
min a 4°C , apds o que se transferiu o sobrenadante para tubos de cintilagdo de polietileno.
Juntou-se liquido de cintilagdo a cada tubo (4 ml ou 8 ml c.f. a dimensdo dos tubos). Apos
agitacdo dos tubos, estes foram introduzidos num contador de radiagdes beta (Beckman LS
6000 Series Liquid Scintillation System), sendo a radioactividade em cada tubo contada
durante 8min. Este aparelho fornece-nos indicagdo do numero de cpm por amostra, tendo
sido estes dados transformados em concentracdo de esteréide por amostra.

Determindmos as concentragdes dos esterdides 11-cetotestosterona (11-KT),

testosterona (T) e 170,20B-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,20B-P) segundo esta
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metodologia, nas amostras de urina recolhidas de machos que tinham acesso total aos
estimulos emitidos por uma fémea, um macho e controle, respectivamente. Apenas nos foi
possivel a quantificacdo da 17c,200-dihidroxi-4-pregnen-3-ona (17,20c-P) na situacdo de
acesso total a uma fémea.

As caracteristicas dos RIA para a T e 17,20B-P sdo descritas por Scott, MacKenzie
e Stacey (1984 in Oliveira et al., 1996); 11-KT, por Scott e Sumpter (1988 in Oliveira et
al., 1996) e 17,20a-P por Candrio e Scott (1989 c).

3.2.3 Anaglise estatistica

Para testar se havia ou ndo influéncia do tipo de tratamento a que foram sujeitos os
individuos, bem como se a estimulagdo provocava alguma variacdo temporal nos niveis
hormonais, foram feitas comparacGes através de andlise de variincia (ANOVA) para
mediadas repetidas.

Ap6s a transformacdo logaritmica dos dados da concentragdo de testosterona, o
indice de correlacdo entre a média e o desvio padrio baixou consideravelmente (de 1=0.96
para 1=0.25). Com o teste de Levene pudémos concluir a existéncia de homogeneidade na
varidncia (F=0.77, p=0.63). Por vezes foi necessaria a transformaco logaritmica dos dados
de modo a reduzir a cormrelacdo entre a média e o desvio padrio das varidveis.
Relativamente 11-KT, apds a transformagdo logaritmica dos dados, o indice de correlagdo
entre a média e o desvio padrdo baixou ligeiramente (de =0.94 para 1=0.72). No entanto,
com o teste de Levene pudemos concluir a existéncia de homogeneidade na varidncia
(F=1.77, p=0.11).

Na 17,20B-P, a média e o desvio padrio dos dados ndo se encontram
correlacionados (r=0.21), niio tendo sido necesséria a sua transformacdo. Por outro lado, a
varidncia ¢ homogénea nesses dados (F=1.33, p=0.24); para a 17,20a.-P, a correlacio entre
a média e o desvio padrdo baixou com a transformacdo logarimica dos dados (de r=0.66
para r=-0.18). Por outro lado, a variincia desses dados era homogénea (F=1.41, p=0.26).

Para analise dos dados das hormonas 11-KT, T e 17,20B-P, foram definidos dois
factores de medidas repetidas, cada um com trés niveis, respectivamente: 1-tempo (Oh, 6h,
>24h); 2-tratamento a que o peixe foi sujeito (c/fémea, c/macho, controle). Apos a analise
do efeito de cada factor e da interaccdo entre ambos, foram efectuadas comparagdes
planeadas. No caso da 17,200.-P foi apenas definido um factor de medidas repetidas: tempo
(Oh, 6h, >24h).
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Para cada tipo de tratamento a que os peixes foram sujeitos, foram efectuadas
correlagdes de Spearman entre os niveis hormonais encontrados e os dados obtidos para os

comportamentos.

3.3 RESULTADOS

As diferencas significativas para p<0.05 e para p<0.01, estdo assinaladas por * e **

respectivamente.

3.3.1 Testosterona

No gréfico da Fig. 3.1a podemos verificar um aumento da concentra¢do média de
testosterona na urina dos machos na presenca de uma fémea, sendo o valor encontrado
passadas mais de 24h da introducdo da fémea, superior ao dobro da concentragio inicial. A
introducdo de um macho ndo parece afectar a concentragdo inicial e na situagdo controle ha
uma diminui¢do da concentracdo das Oh para as 6h. Na Tabela 3.1 estdo representados os
resultados da ANOV A para os dados transformados. Ha um efeito significativo de cada um
dos factores considerados; as diferencas significativas entre os niveis do mesmo tratamento,

estdo representadas no grafico da Fig. 3.1a.

TABELA 3.1: Resultados da ANOVA de medidas repetidas para os valores log transformados da testosterona; 1 e 2
representam os dois factores de medidas repetidas, cada um com trés niveis (Oh, 6h, >24h e o/fémea, ¢/macho, controle,

respectivamente)
Efeito g.l. efeito efeito MS  g.l.erro  erro MS F p
1.tempo 2 0.08 14 0.02 4.04 0.04 *
2.tratam. 2 1.96 14 0.08 23.14 0.00 **
interaccio 4 0.04 28 0.05 0.75 0.57

Nos graficos da Fig. 3.1.b-d), esta representado o contributo médio de cada frac¢io
de esterdide para o total encontrado, em cada hora. Verifica-se que em todas as situacdes,
os esterdides livres existem em menores quantidades, sendo as formas conjugadas que mais

contribuem para os valores totais.
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Figura 3.1: Varacio média da concentracio de testosterona
Fracgdes T (controle) nas amostras deurina de machos:
a) na presenca de uma fémea, quando estiveram sujeitos a um
maximo de 2h de interacgdo com um macho, on quando foram
40 controle. Para cada hora, as letras diferen  representam
- diferencas encontradas através de comparagSes planeadas entre
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=] 20 Ifat resultados gerais desta analise estdo representados ma Tabela
£ B suliatos 3.1. As barras representam o desvio padrdo.
2 10 g glucurén b)-d) Fracgdes constituintes (livres, sulfatos e glucurénidos) que
8 contribuem para os niveis médios totais de T em cada uma das
0 situacBes anteriores. As barras representam o desvio padrio.
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3.3.2 11-Cetotestosterona

A presenca de uma fémea provoca um aumento da concentracdo média desta
hormona na urina dos machos, atingindo-se um pico as 6h, cujo valor é quase o dobro do

valor micial (Fig. 3.3 a). Na Tabela 3.2 estdo representados os resultados da ANOVA para

os dados transformados:

Tabela 3.2: Resultados da ANOVA de medidas repetidas para os valores log transformados da 11-cetotestosterona; 1 e

2 representam os dois factores de medidas repetidas, cada um com trés niveis (Oh, 6h, >24h e c/fémea, c/macho,
controle, respectivamente)

Efeito o.l. efeito efeito MS  g.l.erro  erro MS F p
1.tempo 2 0.04 14 0.02 1.83 0.197
2.tratam. 2 0.70 14 0.04 17.59 0.00 **

interac¢iio 4 0.05 28 0.03 2.01 0.12

Nao se encontra um efeito temporal, mas ha influéncia muito significativa do tipo
de tratamento. Para cada hora, as diferencas significativas entre os niveis de tratamentos
estdo representadas na Fig. 3.2 a.

Como se pode verificar pela analise dos graficos da Fig. 3.2 b-d, também no caso da
11-cetotestosterona, sdo geralmente os glucurénidos que existem em maiores quantidades
nas amostras de urina dos machos, em qualquer dos tratamentos.

E de notar que a quantidade total de androgénios aumenta das Oh para as 6h,

mantendo-se sensivelmente constante das 6h para as >24h.

3.3.3 17,20p-P

Na presenca de uma fémea, os niveis urinirios de 17,20B-P praticamente nfo
variam; no entanto, verifica-se uma reducdo da concentrac@o desta hormona na presenca de
um macho e no controle, sendo os valores as 6h e >24h menores que os iniciais (Fig. 3.3 a).

A analise estatistica ndo revelou a existéncia de diferencas significativas nos niveis
hormonais, provocadas por um efeito temporal, nem pelo tipo de estimulo a que os machos

foram sujeitos (Tab. 3.3).

Tabela 3.3: Resultados da ANOVA de medidas repetidas para os valores de 17,20B-P; 1 ¢ 2 representam os dois
factores de medidas repetidas, cada um com trés niveis (Oh, 6h, >24h e c/fémea, c/macho, controle, respectivamente)

Efeito z.1. efeito efeito MS | g.lerro | erro MS F p
1.tempo 2 39185.20 14 12763.35 3.07 0.078
2.tratam. 2 160114.70 14 49704.50 3.22 0.07
interacgiio 4 5764.7 28 13979.73 0.41 0.798
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Figura 3.2: Vadagio média da concentracio de 11-
cetotestosterona nas amostras de urina de machos:

a) na presenca de uma fémea, quando estiveram sujeitos a um
maximo de 2h d interacgdio com um macho, on quando foram
controle. Para cada hora, as letras difereni representam
diferengas encontradas através de comparagdes pianeadas entre
niveis dos factores da ANOVA de medidas repetidas. Os
resultados gerais desta anélise estdo representados na Tabela
3.2. As barras representam o desvio padrdo.

b)-d): FraccBes constituintes (livres, sulfatos e glucuronidos)
que contribuem para os niveis médios totais de 11-K'T em cada
uma das situagbes anteriores. As barras representam o desvio
padrdo.
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Figura 3.3: Variacdo média da concentragdo de 17,205-P
nas amostras de urina de machos:

a) na presenca de uma fémea, quando estiveram sujeitos a
um maximo de 2h de interacgdo com um macho ou quando
foram controle. Para cada hora, as letra diferentes
representam diferengas encontradas através de comparagdes
planeadas entre niveis dos factores da ANOVA de medidas
repetidas. Os resultados gerais desta andlise estio
tepresentados na Tabela 3.3. As barras representam o desvio
padrio.

b)-d): FracgGes constituintes (livres, sulfatos e glucuronidos)
que contribuem para os niveis médios totais de 17,20B8-P em
cada uma das situacOes anteriores. As barras representam o
desvio padrao.



As diferencas encontradas entre os machos com uma fémea e com um macho
(indicadas na Fig.3.3 a) devem-se 4 reducdo dos niveis hormonais na presenga de um macho
(nas comparacdes planeadas, ha diferenca entre as Oh e as 6h: F=9.25, p=0.019 e entre as
Oh e as 24h: F=10.07, p=0.016). Os niveis encontrados de 17,20B-P sdo quase na totalidade
devidos a presenca de formas glucuronizadas, estando as formas livres e sulfatadas deste

esteroide quase ausentes (Fig. 3.3 b-d).

3.3.4 17,200-P

Como se pode verificar na Fig. 3.4, na presenca de uma f€mea, ha uma reducéo dos
niveis médios de 17,20a-P para as 6h apds a introducdio do estimulo, voltando a aumentar

passadas mais de 24h.

Tabela 3.4: Resultados da ANOVA medidas repetidas para os valores log transformados de 17,20a-P na
presenca de uma fémea; considera-se apenas um factor de medidas repetidas (tempo), com trés niveis (Oh, 6h,
>24h , respectivamente)

Efeito g.l. efeito efeito MIS  g.lerro  erre MS F P
1.tempo 2 0.03 14 0.04 0.67 0.52

A variacdo temporal referida anteriormente nfo ¢ estatisticamente significativa
(Tabela 3.4). Como se pode ver no grafico da Fig. 3.4, também para esta hormona, as
formas glucuronizadas se encontram em muito maiores concentracdes, na urina dos machos

na presenca de uma fémea, do que as livres e sulfatadas.

Fracgbes 17,200 - P
250
:E 200
o 150
= 100
g Olivres
o 50
(&} 0 . ] [ sulfatos
‘ ~04h @ glucurén.
Tempo @ totais

Figura 3.4: FraccBes constituintes (livres, sulfatos e glucurénidos) que contribuem para os
niveis médios totais de 17,20w-P nas amostras de urina de machos na presenca de uma
fémea. As barras representam o desvio padrio.

O total das concentracOes urinirias de progestinas ¢ sempre superior ao de

androgénios.
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3.3.5 Correlagdes entre hormonas e comportamentos

Nas Tabelas 3.5 a 3.7 estdo expostos os valores das correlagdes entre os niveis
hormonais encontrados e entre estes e alguns parimetros comportamentais, nas trés
situagoes.

Os niveis de testosterona apresentados as Oh estdo correlacionados com os das 6h
e/ou >24h, nas tr€s situacdes. O mesmo se passa com a 11-KT, mas apenas na presenca de
um macho ou no controle. Os niveis dos dois androgénios surgem quase sempre
correlacionados. Os niveis de progestinas surgem sempre correlacionados entre si € com 08
niveis de um ou ambos os androgénios.

Os niveis de testosterona ds Oh, nunca surgem correlacionados com os parametros
comportamentais, apresentados nas horas seguintes, na presenca de uma fémea. No entanto
parecem estar correlacionados positivamente com a dimensio do ninho, no controle
(embora s6 seja significativo as >24h). Também os niveis de T as Oh surgem
correlacionados com a frequéncia de interacgdes agonisticas logo ap6s a introduc@o de um
macho.

No controle, ndo hd correlagdio dos niveis de T as 6h com pardmetros
comportamentais, 0 mesmo se passando quando € introduzida uma fémea. No entanto,
quando se introduz um macho, os niveis apresentados as 6h e as 24h, estdo correlacionados
com a frequéncia de interaccGes agonisticas em momentos anteriores, no inicio da
interac¢do entre os dois machos. Passadas >24h ap6s a introducdo de uma fémea, os niveis
de T correlacionam-se com as frequéncias de comportamentos sexuais € agonisticos a
mesma hora.

Apods os periodo de isolamento, ndo se encontram quaisquer correlagdes entre os
niveis de 11-KT e os comportamentos & mesma hora e na horas seguintes.

As 6h, no controle, surgem correlacionados positivamente com a dimensfo do ninho
em horas anteriores. No entanto, na presenca de uma fémea, a correlacdo encontrada €
negativa. Na presenca de um macho, os valores de 11-KT as 6h, t€m uma correlagdo
positiva mais forte com a frequéncia de comportamentos agonisticos no momento inicial da
interac¢do entre os machos (de um modo semelhante ao que se passava com a
testosterona). Quando o macho interage com a f€mea, hda um aumento da correlacdo

(negativa) com a dimensdo do ninho, com a frequéncia de comportamentos agonisticos
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(negativa) e com a frequéncia de comportamentos reprodutores (positiva) exibidos em
horas anteriores e os niveis de 11-KT as 6h

No controle verificam-se correlagdes positivas entre a dimensdo do ninho as 24h e
os niveis de 17,20B-P as 6h e 24h, respectivamente. Na presenca de um macho, ndo se
encontra qualquer correlag@o entre os niveis desta hormona e os comportamentos.

Verifica-se que os niveis iniciais de progestinas se correlacionam negativamente com
a coloracdo apresentada pelo macho e com a frequéncia de comportamentos sexuais, no
decorrer da interaccdo com a fémea. No entanto, hd uma inverso no sinal destas
correlagbes, quando se comparam estes comportamentos as 2h e ds 6h, com os niveis das
progestinas as 6h. Estes niveis hormonais correlacionam-se negativamente com a frequéncia
de comportamentos agonisticos ¢ com as dimensdes dos ninhos registadas em horas

anteriores e positivamente com a frequéncia de comportamentos sexuais

TABELA 3.5: indices de correlagio de Spearman entre os niveis urinarios de esteréides e entre estes & os parimetros comportamentais apresentados em 2.3. quando o estimulo
foi uma fémea. * = p<0.05; ** = p<0.01.

T 11-KT 17,208-P 17,20a-P
fémea Oh 6h >24h Oh 6h >24h Oh 6h >24h Oh 6h >24h
T Oh -
T 6h 0.90 -
£
T24h 0.74 0.83 ## -
E
11-KT Oh 0.69 0.38 0.14 -
11-KT 6h 0.50 0.69 0.33 0.19 -
11KT 24h 0.76 0.83 ** 0.52 0.52 0.86 ** -
Ed
17,20B-P Oh 0.14 -0.21 -0.24 0.76 * -0.38 -0.05 -
17,20B-P 6h 0.14 0.48 0.28 -0.26 0.86 *#* 0.55 -0.64 -
17,208-P -0.07 -0.28 -0.21 0.28 -0.02 0.02 0.36 -0.21 -
>24h
17,20a- Oh 0.28 -0.14 -0.25 0.78 * -0.32 -0.04 0.96 ** -0.54 0.25 -
17,20a-P 6h 0.07 0.46 0.32 -0.18 0.86 ** 0.61 -0.57 0.96 ** 0.00 -0.46 -
17,200-P -0.28 -0.43 -0.64 0.18 0.11 0.07 0.39 0.00 0.75 * 0.43 0.18 -
>24h
cor Oh 0.51 0.51 0.39 0.39 0.05 0.32 0.24 -0.05 -0.73 0.408 -0.15 -0.44
cor O’h -0.14 -0.34 -0.36 0.18 -0.45 -0.20 032 -0.65 0.06 0.29 -0.74 * 0.07
cor 30’ -0.20 -0.10 -0.18 -0.52 0.08 -0.25 -0.70 * 0.15 -0.07 -0.73 0.00 -0.41
cor 1h -0.05 0.15 0.01 -0.49 0.44 0.02 -0.81 ** 0.56 -0.09 -0.78 * 0.48 -0.26
cor 2h -0.04 0.24 -0.12 -0.24 0.67 038 -0.55 0.76 -0.48 -0.47 0.78 * 0.04
cor 6h -0.04 0.10 -0.31 0.01 0.626 0.27 -0.22 0.675 -0.23 -0.04 0.730 0.37
cor >24h 0.07 0.06 -0.19 0.20 0.17 0.01 0.13 0.23 -0.53 0.49 0.02 0.14
ninho Oh 0.17 -0.05 0.36 0.07 -0.61 -0.34 0.19 -0.66 0.22 0.15 -0.85 -0.41
ninho 1h -0.22 -0.38 0.10 -0.23 -0.74 % -0.62 0.08 -0.65 0.34 -0.05 -0.79 * -0.23
ninho 2h -0.09 -0.28 0.14 -0.07 -0.57 -0.43 0.12 -0.52 0.33 0.11 -0.71 0.00
ninho 6h -0.31 -0.14 0.26 -0.57 -0.21 -0.31 -0.40 0.17 -0.24 -0.43 0.07 -0.11
ninho >24h -0.45 -0.21 0.00 -0.45 0.05 -0.10 -0.21 0.43 -0.17 -0.28 0.50 0.32
sex 0’h 0.17 -0.71 -0.71 031 -0.17 0.07 0.19 -0.48 0.40 0.14 -0.50 0.07
sex3(’ 0.20 0.34 0.40 -0.38 0.25 0.13 -0.76 * 0.25 -0.05 -0.72 0.11 -0.45
sexih 0.11 0.25 0.16 -0.24 0.56 037 -0.61 0.48 0.42 -0.67 0.50 0.00
sex2h 0.26 0.45 0.24 -0.14 0.76 * 0.55 -0.67 0.71 % -0.05 -0.50 0.61 0.04
sex 6h 0.26 0.45 0.33 0.02 0.71 * 0.74 -0.36 0.62 0.14 -0.36 0.64 0.28
sex >24h 0.25 0.42 0.623 -0.11 0.36 0.41 -0.32 0.48 -0.08 -0.29 0.52 0.05
ago 0’h -0.15 0.11 0.45 -0.59 -0.06 -0.22 -0.45 0.33 -0.27 -0.64 0.45 -0.49
ago 30° 0.08 -0.10 0.18 0.38 -0.50 -0.17 0.71* -0.48 -0.01 0.86 ** -0.50 0.17
ago 1h -0.20 -0.32 0.05 -0.07 -0.84 *#* -0.51 0.36 -0.74 * -0.22 0.36 -0.79 * -0.23
agoZh -0.09 -0.29 0.10 0.14 -0.76 -0.42 0.57 -0.76 * 0.25 0.49 -0.79 * -0.08
ago 6h -0.24 -0.44 -0.20 -0.01 -0.91 ** -0.65 0.42 -0.91 ** -0.13 0.26 -0.91 *#* -0.35
ago >24h 0.20 0.28 0.66 * -0.20 -0.38 -0.17 -0.10 -0.20 -0.50 -0.18 -0.30 -0.90 *#
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TABELA 3.6: Indices de correlagio de Spearman entre os niveis urinarios de esteréides e entre estes e os parmetros
comportamentais apresentados em 2.3. quando o estimulo foi um macho. * = p<(.05; ** = p<0.01.

T 11-KT 17,20p
-P
macho Oh 6h >24h Oh 6h >24h Oh 6h >24h
T Oh -
T 6h 0.93 #* -
T24h 0.40 0.47 -
11-KT 6h 0.69 * 0.48 0.59 -
11-KT 6h 0.83 #* 0.74 * 0.62 0.71 % -
11KT 24h 0..38 0.14 0.43 0.83 ** 0.40 -
17,20p-P Oh 0.28 0.21 -0.17 0.31 -0.05 0.43 -
17,20B-P 6h 0.86 ** 0.88 ** 0.24 0.45 0.48 0.31 0.52 -
17,208-P 0.71 % 0.64 0.26 0.55 0.50 0.62 0.48 0.81 ** -
>24h
cor Oh 0.32 0.17 -0.21 023 0.35 -0.21 -0.02 -0.04 -0.27
cor 0°h -0.17 -0.30 0.1 0.33 -0.16 0.47 -0.23 -0.17 0.12
cor 30° -0.27 -0.26 (.49 0.29 -0.14 0.23 -0.23 -0.33 -0.24
cor 1h -0.21 -0.21 0.42 0.18 -0.07 0.12 -0.59 -0.30 -0.21
cor 2h -0.15 -0.36 -0.05 0.36 -0.22 0.61 0.07 -0.10 0.24
cor 6h -0.59 -0.75 -0.66 -0.26 -0.51 0.01 0.15 -0.57 -0.23
cor 24h -0.34 -0.59 -0.59 0.02 -0.37 0.25 0.48 -0.34 -0.22
ago ("h 0.69 0.67 0.43 0.40 0.88 -0.05 -0.31 0.28 0.17
ago 30° 036 0.48 0.81 ** 0.28 0.57 0.14 -0.26 0.21 0.07
ago 1h 0.14 0.26 0.14 -0.43 0.20 -0.60 -0.31 0.08 -0.43
agoZh 0.10 0.20 0.60 0.30 0.40 0.60 0.10 0.20 0.20

TABELA 3.7: Indices de comrelagio de Spearman entre os niveis urinarios de esteroides e entre estes e os pardmetros
comportamentais apresentados em 2.3. na situagéo controle. * = p<0.05; ¥* =p<0.01.

T 11-KT 17,20B-P
controle Oh 6h >24h Oh 6h >24h Oh 6h >24h
T Oh =
T 6h 0.69 -
T24h (.83 ** 0.81%** “
11-KT Oh (.88 #* 0.71 * 0.88 ** -
11-KT 6h 0.62 0.86 ** 0.74 % 0.50 -
11KT 24h 0.81 ** 0.74 * 0.98 *#* 0.81 ** 0.69 -
17,208-P Oh 0.67 0.60 0.64 0.90 ** 0.28 0.52 -
17,20B-P 6h 0.4 0.76 * 0.40 0.48 0.62 0.24 0.57 -
17,20B-P 0.60 (.88 ** 0.62 0.62 0.83 #* 0.48 0.59 0.88 ** -
>24h
cor Oh 0.05 0.18 0.48 0.17 0.33 0.54 0.01 -0.12 -0.05
cor 0’h 0.10 0.28 0.49 0.20 0.37 0.53 0.06 0.10 0.04
cor 30° 0.26 0.24 0.51 0.20 0.27 0.62 -0.06 -0.13 -0.15
cor 1h 0.25 0.26 0.54 0.24 0.22 0.67 -0.05 -0.24 -0.18
cor 2h 0.38 0.30 0.65 0.40 0.25 0.78 * 0.12 -0.25 -0.12
cor 6h 0.45 0.29 0.70 * 0.48 0.28 0.81 0.21 -0.22 -0.08
cor 24h 0.28 0.20 0.62 0.50 0.14 0.62 0.34 -0.01 -0.01
ninho Gh 0.41 0.30 0.46 0.37 0.49 0.35 0.24 0.48 0.44
ninho 1h 0.53 0.47 0.57 0.49 0.61 0.47 0.36 0.60 0.56
ninho 2h 0.53 0.47 0.57 0.49 0.61 0.47 0.36 0.60 0.56
ninho 6h 0.57 0.48 0.60 0.50 0.62 0.50 0.33 0.57 0.55
ninho 24h 0.64 0.52 0.64 0.62 0.59 0.52 0.48 0.62 0.62
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3.4 DISCUSSAQO

Os resultados obtidos neste trabalho vém confirmar a importincia de estimulos
socials na modulagdo dos niveis de esterdides sexuais em O. mossambicus. Dos
androgénios estudados, a 11-KT foi o que teve um aumento mais rapido na presenca da
fémea. O facto de se ter verificado um aumento na correlagdo dos niveis de androgénios,
principalmente de 11-KT, com a frequéncia de comportamentos sexuais na presenca de uma
fémea, mostra a importdncia desta hormona na regulagio dos comportamentos sexuais do
macho; os niveis de androgénios ndo s3o bons preditores da frequéncia de comportamentos
sexuais, mas oS comportamentos sexuais no decorrer da interac¢do modulam os niveis
hormonais (o que se traduz no aumento da correlagio).

O aumento da correlagdo que se verifica entre a coloragdo e os niveis de 11-KT,
como resultado da interac¢do social entre o macho e a fémea, evidencia a importancia deste
androgénio também na regulagdo de caracteres sexuais secundéarios dos machos de O.
mossambicus.

Ainda ndo estd determinado se a T e a 11-KT tém um papel idéntico no
desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios € no comportamento reprodutor (Liley
& Stacey, 1983); a influéncia dos niveis de androgémios sobre os caracteres sexuais
secundérios e comportamentos reprodutivos tem sido estudada em vérias espécies (revisdes
por Liley & Stacey, 1983; Matty, 1985). Muitos trabalhos incidem na administracio de
androgénios a fémeas ou a machos castrados; os resultados sdo por vezes o aparecimento/
acentuacdo de caracteres sexuais dos machos, como coloragdes nupciais, desenvolvimento
de gonopddio e de comportamentos tipicos dos machos.

Em ciclideos, trabalhos de castracdo/ substitugdo obtiveram resultados
contraditérios: Em Tilapia macrocephala, Aronson & Holz-Tucker (1947) verificaram que
0 tratamento com testosterona provocou alteracdo da coloracdo. Resultados idénticos
foram obtidos no trabalho de Levy & Aronson (1955): machos castrados continuaram a
escavar ninhos com a mesma frequéncia de machos intactos, embora tenham alterado a
coloragdo; os resultados da castragdo eram revertidos pelo tratamento com testosterona.
Em Aquidens latifrons, Aronson et al. (1960) verificaram que a castragdo de machos néo

alterou comportamentos como a construgdo e limpeza do ninho, embora tenha alterado a
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coloracdo nupcial. Bliim & Fiedler (1965) concluiram que a construgdo do ninho em varios
ciclideos estd dependente de hormonas das génadas.

Outros estudos com tratamentos com androgénios, com ou sem castracdo,
demonstram o papel enddcrino na regulacdo da coloragdo nupcial em tilapias (e.g. Levy &
Aronson, 1955 para Sarotherodon macrocephala; Billy, 1982 in Liley & Stacey, 1983 para
O. mossambicus). Clemens & Inslee (1968 in Liley, 1969) obtiveram reversdo funcional do
sexo de O. mossambicus em fémeas genéticas por tratamento com metiltestosterona nos
primeiros 69 dias de vida. Os peixes revertidos exibiam a coloragdo tipica dos machos € o
comportamento de constru¢do do ninho, quando na presenca de fémeas maduras.

Em quase todas as espécies de peixes estudadas, os caracteres sexuais masculinos e
pelo menos alguns dos componentes do comportamento sexual estdo de algum modo sob
controle hormonal das gonadas.

Estudos experimentais de castragdo-substituicdo e comportamentos em teledsteos
tém-se lmitado a testosterona e aos seus derivados sintéticos, principalmente
metiltestosterona (MT) (Mayer et al., 1994). No entanto em muitos teledsteos estudados a
11-KT esté claramente associada a actividade reprodutiva: em salmonideos a T parece estar
envolvida na espermiogénese enquanto a 11-KT estd mais envolvida no micio da
espermiacdo (Kime & Manning, 1982; Fostier et al., 1987); a 11-KT parece ser o principal
androgénio no salmdo-atlantico, Sa/mo salar (Idler et al., 1971; Idler et al., 1976), € no
linguado (Idler et al., 1976). Katz e Eckstein (1974 in Idler et al., 1976) referem pela
primeira vez a ocorréncia de 11-KT em Tilapia aurea. Na tilapia azul, O. aureus, Mol et al.
(1994) encontraram elevados niveis de testosterona tanto em machos como em fémeas e de
11-KT em grandes quantidades apenas nos machos.

Em estudos realizados com esgana-gata, G. aculeatus (Rouse et al., 1977; Borg,
1987 in Mayer et al., 1990 a, b; Borg et al., 1989; Mayer ef al., 1994) e com Lepomis
macrochirus  (Kindler et al., 1991 in Mayer et al., 1994), a 11-KT surge como o
androgénio mais importante na regulagdo dos caracteres sexuais secunddrios e
comportamentos sexuais. Mayer et al. (1994) referem que os machos desta espécie podem
converter a 11-cetoandrostenediona em 11-KT. Rastogi & Chieffi (1975) concluem que a
11-KT é o androgénio mais potente no desenvolvimento de caracteres sexuais secundarios
em Xiphophorus helleri.

Em salmonideos e noutras espécies, a aquisicdo de caracteres sexuais secundarios

surge correlacionada com elevados niveis de 11-KT (Liley & Stacey, 1983). Também o
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tratamento com este androgénio em O. nerka, resulta no desenvolvimento da coloragdo
tipica dos machos. Em O. mossambicus, a administragio de 11-KT numa fase inicial de
desenvolvimento permite a obtencdo de populagdes 100% machos (Hunter & Donaldson,
1983).

Em machos de O. mossambicus, tal como noutras espécies de teledsteos, dos
androgénios estudados a 11-KT parece ser o principal. O facto de nesta espécie os
androgénios parecerem regular a coloracdo dos machos, ndo deve no entanto eliminar
outros mecanismos reguladores. Segundo Neil (1964), é provavel que as alteragdes mais
rapidas da coloragdo sejam reguladas pelo sistema nervoso auténomo; Fujii (1993) refere
que estas “’alteragdes fisioldgicas’’, podem ser controladas tanto pelo sistema enddcrino
como pelo nervoso.

O dimorfismo no tamanho do corpo que se verifica entre machos e fémeas desta
espécie poderd também ser regulada pela 11-KT, visto que uma das suas acg¢des € a
estimulagdo do crescimento em geral (Ganman & Lovell, 1991 e Woo et al., 1991 in Mol et
al., 1994).

No nosso trabalho, os niveis de T antes da interaccdo entre os machos, sdo bons
predictores da frequéncia de comportamentos agonisticos no inicio da interac¢do. Por outro
lado, o facto de este androgénio estar fortemente implicado na regulagdo de
comportamentos agonisticos em muitos teledsteos (e.g. revisdo por Liley & Stacey, 1983),
poderia levar-nos a associar esta hormona a regulacio da agressividade ¢ da 11-KT a
regulacdo exclusiva de comportamentos reprodutivos. No entanto, a 11-KT podera activar
respostas comportamentais diferentes conforme os estimulos sociais. A associagdo entre 0s
fen6tipos comportamentais e os niveis de 11-KT em vérias espécies, indica que este
androgénio pode ter um papel importante no comportamento reprodutivo ou agressivo
(Hourigan ef al., 1991). Em O. mossambicus a interac¢do entre o macho e uma fémea, pode
manter 0s comportamentos sexuais e inibir os agonisticos (visto que neste caso a correlagdo
observada € negativa) e na presenga de um macho, pode contribuir para a manuten¢do de
agonisticos, visto haver uma correlacdo positiva (embora ndo significativa) entre os niveis
de 11-KT e a frequéncia de comportamentos agonisticos com os machos intrusos. O facto
de o mesmo esterdide poder influenciar comportamentos diferentes na presenca de

estimulos diferentes, permitiria uma maior plasticidade reguladora.
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Como o comportamento agonistico surge muitas vezes associado a reproducdo, é
provavel que o seu controle dependa, pelo menos em parte, dos mesmos mecanismos
hormonais (Huntingford & Turner, 1987). Sabe-se que os androgénios podem afectar
directamente a frequéncia de comportamentos agressivos em alguns ciclideos e
anabantideos; Villars (1983) faz uma sintese dos trabalhos efectuados em vérias familias de
teledsteos.

Quando o estimulo foi um macho intruso, ndo se verificou um aumento dos niveis
de androgénios; os confrontos agonisticos poderiam ser mantidos por niveis mais baixos de
androgénios. No entanto, estes resultados contrariam os de Oliveira et a/.(1996), em que
ambos os androgénios t€m um aumento quando se formam grupos s6 de machos,
diminuindo quando se formam grupos mistos; apenas se verifica um aumento de 17,20c—P
apos a formacdo de grupos mistos. Provavelmente as diferencas devem-se a diferencas nas
condi¢Bes experimentais. Se calhar no nosso trabalho o tempo ndo foi suficiente para a
definicdo de posi¢des hierarquicas, numa fase em que ainda ndo havia estabelecimento total
de territorio. Talvez isso seja necessdrio para que a continuacdo das interacgdes entre
machos provoque um aumento nos niveis de esterdides. Seria interessante verificar a
mfluéncia da introdugdo simultinea de varios machos intrusos, na variacio a curto prazo
dos perfis hormonais (a intervalos menores do que os utilizados por Oliveira et al., 1996). O
nosso trabalho baseia-se também num contexto diferente visto que apenas ocorrem

interac¢des entre dois individuos.

Em centrarquideos e gasterosteiformes, quando se provou estarem implicados
esterdides sexuais na regulagdo de comportamentos agonisticos, o seu efeito era indirecto,
através de alteragdes no comportamento de construg¢do do ninho (Villars, 1983).

Kindler et al(1989) reforcam a possibilidade de nos centrarquideos os
comportamentos de constru¢do e defesa de ninho e outros comportamentos de pré-postura,
estarem relacionados com os niveis plasmaéticos de androgénios das gonadas.

Apesar de Oliveira et al. (1996) encontrarem uma correlagdo positiva entre as
concentragdes de androgénios (T e 11-KT) e progestinas (17,20a-P e 17,20B-P) ¢ a
territorialidade e dimensdo do ninho em machos de O.mossambicus, os nossos resultados
foram diferentes. Apenas na situacdo controle se encontrou uma correlagdo positiva entre
os niveis de 11-KT e a dimensdo do ninho em horas anteriores, enquanto na presen¢a da

fémea as correlacGes encontradas entre 11-KT e progestinas € o ninho foram negativas.
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Este resultado é estranho, visto que na globalidade, hd um aumento dos niveis de 11-KT e

da dimensdo do ninho, na presenca de uma fémea.

Scott et al. (1980 in Liley & Stacey, 1983) propuseram que a testosterona pode
estar presente como um intermedidrio na sintese de cetotestosterona, ou desempenhar um

papel nos primeiros estadios da espermiogénese. Apesar de poder ser produzida a partir de

outra(s) via(s) metabolica(s), uma das principais vias de producdo de 11-KT nos teleosteos
envolve a conversio da testosterona em hidroxitestosterona e desta hormona em
cetotestosterona (Idler et al., 1969 in 1dler et al., 1971; Leitz & Remboth 1985; Yeung et
al., 1993). Assim, parece haver variagdo entre espécies na biossintese de 11-KT (Yeung et

al., 1993). Kime & Hyder (1983) detectaram em O. mossambicus, ambos 0s androgenios

11-oxigenados, 11p-hidroxitestosterona e 1l-cetotestosterona, em quantidades
significativas. O facto de no nosso trabalho se terem encontrado niveis urinirios de T
identicos aos de 11-KT nos machos de O. mossambicus, ¢ de os niveis destes dois
esterdides surgirem geralmente correlacionados, sugere que a principal via de produgao de

11-KT ¢ a referida.

O facto de a testosterona ser precursora de outras hormonas faz com que a sua

presenca ndo indique necessariamente a sua acgdo bioldgica. Mol et al. (1994) levantam a
hipétese das elevadas concentragles de testosterona em ambos OS Sexos de O. aureus
poderem dever-se ao facto desta hormona poder ser um precursor de 11-KT nos machos e
de estradiol (E2) nas f€meas.

Assim a T poderd ter um papel directo na regulagdo de interacces agonisticas e/ou
indirecto pela sua conversdo em 11-KT: a sua presenca poderia apenas indicar o substrato
para a conversdo em 11-KT.

No nosso trabalho, s6 a 11-KT e as progestinas surgem correlacionadas com a

coloracdo; talvez a importéncia da T na manuten¢do de caracteres sexuais secundarios,
descrita nos trabalhos referidos, passe pela sua metabolizagdo em 11-KT.

O facto de ter havido um aumento dos niveis de 11-KT mais rdpido do que de T na
presenca das femeas, leva-nos a supor que os estimulos emitidos pelas fémeas poderéo
provocar um aumento dos niveis minimos de androgénios, necessarios na regulagdo da
agressividade. A presenga da fémea poderd estimular um aumento da produgdo de T, que
numa fase inicial € rapidamente metabolizada em 11-KT. Assim, apds a regulagdo de

comportamentos sexuais e coloragdo pela 11-KT e vice-versa, poderia haver inibicdo da
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11B-hidroxilase, mantendo-se elevados os niveis de produgdo de T. Isto permitiria ajustar a
resposta agonistica na presenca de outros machos (pela conversio de T em 11-KT). Com a
continuac@o da interac¢do, diminuiu a concentragdo uringria de 11-KT, acumulando-se T.

A capacidade de estimulos sociais alterarem sistemas enziméticos é confirmada
pelos trabalhos com a aromatase. Oliveira et al. (1996) também sugerem a inibicdo da
enzima 11f-hidroxilase, como consequéncia da subordinagdo, levando a uma acumulacio
de testosterona e reduc@o na producdo de 11-KT. Assim, a testosterona poderia manter os
machos preparados para confrontos agonisticos (ajustando a resposta & intensidade de
comportamentos agressivos) e a 11-KT estaria envolvida no desenvolvimento dos gimetas

e manutencdo dos caracteres sexuais secundarios.

Os niveis de ambas as progestinas por nos encontrados sdo superiores aos de
androgénios; no entanto poderd acontecer que menores quantidades de androgénios sejam
tdo eficazes quanto niveis superiores de progestinas (dificuldade acrescida por se tratarem
de niveis urinarios e nfo plasmaticos); ndo temos informacdo suficiente sobre os niveis
minimos de cada hormona necessarios para exercerem um efeito biolégico.

Contrariamente aos resultados de Oliveira et al. (1996), no nosso trabalho ndo
houve um aumento dos niveis urinarios de progestinas apds a introdugdo de fémeas. No
entanto, apesar da correlagdo entre o incremento do ninho e dos niveis de 17,203-P também
ser negativa na presenca de uma fémea, esta foi a tinica situag@o testada em que ndo houve
reducdo das concentragdes desta progestina. Esta hormona deve de algum modo estar
relacionada com a regulagio da interac¢do com a fémea; de facto, também se verifica um
aumento da correlacdo entre os niveis de ambas as progestinas e a frequéncia de
comportamentos sexuais, na presenga da fémea.

O facto de Oliveira et al. (1996) terem verificado subida dos niveis urindrios de
progestinas aquando da formac@o de grupos mistos pode significar que no nosso trabalho,
0s peixes ndo se encontravam no mesmo estadio de maturac@o. Parece haver nos testiculos
de varios teledsteos imediatamente antes ou durante o periodo final de maturacdo testicular,
uma alteracdo no padrio esterdidogénico de C19-esterdides (androgénios) para C21-
esterdides (progestinas) (Yoshikuni & Nagahama, 1991; Barry et al., 1990; Sakai et al.,
1989). Muitas vezes, um declinio nos niveis de T e 11-KT parece coincidir com o inicio da

espermiagdo (Ueda ef al.,1983).
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Segundo vérios autores (e.g. Fostier ef al., 1987; Saad & Depéche, 1987; Billard,
1986) uma das acg¢des da 11-KT poderia ser modular a produgdo da 17,20B-P; o aumento
desta hormona no plasma do macho poderia aumentar a producdo de esperma durante a
postura, de modo a sincronizar a sua libertacdo com a oviposi¢do (Fostier et al., 1987).
Barry et al (1989) consideram a hipdtese de a 17,20B-P ou uma molécula semelhante, poder
ser também uma hormona paracrina que inibe a actividade das enzimas envolvidas na sintese
de androgénios. A subsequente alteragio das vias metabdlicas controlaria os
acontecimentos associados a postura. Ueda et al.(1983) consideram a provavel influéncia da
17,20B-P no processo de hidratagdo do esperma. Scott & Baynes (1982) referem a possivel
fun¢do desta hormona no processo de aquisicdo de mobilidade dos espermatozéides.

Provavelmente as gonadas dos individuos utilizados por Oliveira et al. (1996)
encontravam-se num estado mais avancado de maturacdo em que estimulos sociais podem
provocar aumentos nos niveis de progestinas. Se for esse o caso, as interac¢des sociais
podem também modular os niveis de androgénios antes da espermiagdo (como se tera

verificado pelos nossos resultados), o que talvez possa contribuir para uma aceleracdo desse

Processo.

Em trabalhos realizados com espécies em que os machos tém fenotipos
comportamentais alternativos, como Lepomis macrochirus (Kindler et al, 1989), Chromis
dispilus (Pankhurst & Barnett, 1993), Hypsypops rubicundus (Sikkel, 1993), os niveis
plasméticos de esterdides sexuais eram geralmente mais elevados nos machos territoriais
durante a fase de postura. Isto sugere que os niveis plasmaticos dos esterdides sdo elevados
nos locais de elevadas densidades por acontecimentos comportamentais que ocorrem
durante a fase de postura, que podem incluir incursdes territoriais por vizinhos ou por
machos ndo territoriais e o efeito directo de comportamentos sexuais e de visitas pelas
fémeas aos machos vizinhos, o que ocorre com maior frequéncia nos locais de densidades
mais elevadas. Tudo isto estd de acordo com a “’hipétese do desafio’” proposta por
Wingfield (1984 in Pankhurst & Barnett, 1993) para aves em que os niveis de androgénios
e a agressdo territorial estariam correlacionados, mas apenas em periodos de maiores
interacgdes sociais, i.e. alterages enddcrinas moduladas comportamentalmente por sua vez
modificariam respostas comportamentais de modo que estas se manteriam apropriadas as

condi¢Ges sociais que se alterassem. A elevacdo dos niveis de esteréides poderia resultar da
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exposi¢do directa a um maior numero de fémeas ovuladas. Parece que tanto o aumento do
numero de fémeas receptivas como o aumento do mimero de interacgdes territoriais actuam
estimulando a secre¢do de esterdides nos peixes com ninho (Pankhurst & Barnett, 1993).
Em O. mossambicus, os individuos com uma posi¢do social hierdrquica superior
eram também os que tinham niveis urindrios de androgénios mais elevados, eram mais
eficazes na defesa de territorios e tinham maiores frequéncias de cortejamento quando
interagiam com f€meas (Oliveira ef al., 1996). Estes resultados salientam a importincia de
estimulos sociais na modulagdo dos niveis hormonais nesta espécie. O nosso trabalho
reforca estes resultados visto que a introducdo de uma fémea provoca alteragdo dos niveis
de androgénios urindrios do macho a curto prazo. De acordo com a hipétese do desafio, no
sistema de arena, ¢ de esperar que haja modulagdo dos niveis de esterdides pelos

comportamentos, pois as interac¢des entre os individuos sdo frequentes.

Em ambas as progestinas estudadas, os niveis totais determinados sdo constituidos
essencialmente pelas fraccGes glucuronizadas. Estes resultados poderdo indicar a possivel
libertac@o de feromonas pelos machos de O. mossambicus, como acontece noutras espécies
em que estas hormonas foram identificadas como tal.

Em muitas espécies de teledsteos, as feromonas sexuais libertas pelos machos e/ou
fémeas alteram a fisiologia e comportamento de conspecificos (revisdes por Resink et al.,
1987 a; Canario & Scott, 1989 b; Stacey, 1991). Muitas das feromonas identificadas sdo
hormonas ou os seus metabolitos (Stacey et al., 1987; Candrio & Scott, 1989 b; Hara,
1993; Wendelaar Bonga, 1993; Jobling, 1995). As hormonas libertas por animais aquéticos,
sendo soluveis em 4gua podem informar um potencial receptor sobre a condigdo
reprodutora do emissor (Stacey, 1991). Este facto é de esperar visto que a producgdo e
libertagdo de hormonas é sincronizada com acontecimentos reprodutivos discretos,
tornando estes compostos estimulos quimicos apropriados (Stacey et al., 1987). O
metabolismo dos esteroides para sulfatos ou glucurémidos leva a um aumento da
solubilidade destes compostos na agua, aumentando a facilidade com que sdo excretados
(Jobling, 1995). Nos mamiferos, a glucuronizagio ¢ um mecanismo que facilita a
inactivagdo de excesso de esterdides no sangue e a excregdo de esterdides pela sua
conversdo em produtos mais soliveis (Matty, 1985; Yeung & Chan, 1987; Kime, 1982,
1987, 1993; Scott, 1987). Também foi sugerido que os glucurénidos podem ser formas

mais facilmente transportaveis e que as formas activas seriam libertas nos tecidos receptores
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pela enzima glucuronidase (Fisherman & Green, 1957 in Yeung & Chan, 1987). Ha
evidéncias que grande parte dos esterdides glucuronizados e/ou sulfatados sdo sintetizados
directamente nas gonadas de teledsteos, nio sendo necessariamente produtos do
catabolismo dos esterdides no figado (Kime, 1982; Fostier et al., 1987; Resink et al., 1987
a,b; Scott & Vermeirssen, 1994; Clarke et al., 1991). A conjugacdo de esterdides nos
testiculos parece ser unica dos peixes mas o seu significado bioldégico ainda nfo é
totalmente conhecido (Colombo & Beldevere, 1976). Segundo Kime & Manning (1982),
pode acontecer que a secrecdo testicular de glucuronidos exceda inclusivamente a de
esterdides livres.

Clarke et al.(1991) referem que a glucuronizagdo de hormonas pode ser importante
na smalizagdo quimica e na cessagdo da sua actividade via excrecdo. Segundo alguns
autores a formacgdo de glucurénidos pode ter um papel importante na regulagdo da
temperatura (Kime, 1980, 1982; Kime & Manning, 1982). Sendo mais soliveis em agua, a
sua utilizacdo para sinalizacdo quimica parece mais adequada (Scott, 1987). Este autor
refere como exemplo o gébio G. jozo, em que o macho liberta conjugados de androgénios
5B-reduzidos, que atraem as fémeas. Colombo ef al. (1982) sugerem que os androgénios
conjugados que sdo feromonas, representam uma utilizac@o alternativa dos mtermedidrios
de androgénios deixados pela diminuicdo da aromatizagdo € possivelmente 11-B-
hidroxilagdo em machos de alguns peixes, que ocorre na finalizacdo da matura¢do dos
gametas.

Também ndo se deve excluir a importancia dos conjugados com grupos sulfatos,
visto que estes compostos também foram sugeridos como potenciais feromonas para outras
espécies (e.g. em Pleuronectiformes (c.f. Candrio, 1991) e para O. mossambicus (Oliveira et
al., 1996).

Em O. mossambicus, a libertagdo de esterdides conjugados pelo macho, mesmo
sendo apenas uma forma de eliminagdo de esterdides que tém uma fungdo na espermiagdo,
sem serem produzidos e excretados como feromonas, poderia facilitar a sinalizacdo das
arenas para as fémeas; havendo um nimero significativo de machos nas arenas, este efeito
seria ampliado.

Foram identificadas vérias espécies em que o macho liberta feromonas: no gébio-
preto (Gobius jozo) as fémeas localizam os machos que defendem territorio em resposta a

uma feromona sexual (Colombo et al., 1982); os testiculos t€ém uma glandula que sintetiza
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conjugados de androgénios S5B-reduzidos. No peixe-zebra (Brachydanio rerio) uma
feromona liberta pelo macho estimula a ovulagdo (Chen & Martinich, 1975; Colombo et al.,
1982 van den Hurk., et al., 1987a in Stacey et al., 1987, Jobling, 1995). No peixe-gato-
africano compostos glucurdnidos que atraem as fémeas (Resink ef al., 1987 b; Stacey et al.,
1987 ; Jobling, 1995) t€m origem na vesicula seminal (Lambert et al., 1987; Schoonen et
al., 1987; Resink et al., 1989); noutro estudo, a dgua dos machos tinha uma feromona
primer do desenvolvimento do ovario (van Weerd ef al., 1991). Resink et al., (1989)
referem que a feromona poderad ser um complexo de varios glucurénidos. No arenque-do-
pacifico, Clupea hareungus pallasi, a presenca de 17,20B-P e alguns dos seus conjugados
no esperma parecem actuar como feromonas permitindo a sincroniza¢do da maturacdo e

libertac@o do esperma pelos machos (Jobling, 1995).

As formas conjugadas das progestinas apresentam-se como os melthores candidatos
a possiveis feromonas/ sinais quimicos, por estarem envolvidas nas fases finais de maturacéo
das génadas e por terem sido descritas como feromonas noutras espécies.

A 17,20B-P € a principal hormona indutora da maturagdo dos odcitos em
salmonideos (Goetz et al., 1987 in Liley & Rouger, 1990), surgindo implicada no controle
de comportamentos de postura.

Segundo Scott & Turner (1991), em O. mykiss as goénadas transformam grande
quantidade de precursor tritiado em 17,20B-P-sulfato. Estes autores sugerem esta hormona
como uma possivel feromona. Mayer et al. (1994) verificaram que em machos castrados
desta espécie, os implantes de 17,20B-P parecem ser mais eficazes do que os de precursores
de 11-KT na estimulagio do comportamento de postura dos machos. Scott et al. (1992)
referem que tanto machos em espermiagio como fémeas ovuladas excretam 17,20B-P-
sulfato; hd um aumento deste esteréide em machos emparethados com fémeas com ninho
(Scott et al., 1992). Scott & Liley (1994) detectaram um aumento na taxa de excrecdo de
17,20B-P-sulfato (e de testosterona-glucurénido) em machos de truta, quando
emparelhados com fémeas ovuladas. Também no peixe-dourado esta hormona ou 0s seus
metabolitos funcionam como feromonas (Stacey et al., 1987). A 17,20B-P pode induzir e
manter o comportamento reprodutivo na fémea, e a sua libertacdo na dgua pode atrair ¢
excitar a actividade sexual do macho (Dulka et al., 1987; Liley & Rouger, 1990; Yamazaki,
1990; Stacey, 1991; Stacey & Sorensen, 1991; Jobling, 1995). Alguns destes autores
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propdem também que os androgénios segregados pelos testiculos de machos maduros,
aumentam a sensibilidade olfactiva as feromonas na dgua. Assim, ndo se exclui a hipdtese
dos androgénios terem um papel importante na descriminagdo sexual. Também a sintese de
17,20B-P testicular provoca um aumento da produgdo de esperma na altura da ovulagdo e

postura (Sorensen et al., 1987 in Hara, 1993).

Canario & Scott (1987 b) sugerem um possivel papel comportamental/feromona da
17,200-P em L.limanda, semelhante ao da 17,20B-P no peixe-dourado. Também no peixe-
dourado, ao contrario de trabalhos anteriores, Kime & Scott (1993) referem a producéo de
17,200-P na mcubacdo de testiculos de machos em espermiaco com um precursor
marcado radioactivamente; também se obteve 17,20a-P-sulfato e testosterona-glucurénido
(Kime & Scott, 1993).

Em Pleuronectes platessa, 0s peixes em espermiagdo t€m elevados niveis de
17,200-P no plasma e urina. Os espermatozoides desta espécie tém elevada actividade da
enzima 20oa-HSD, tal como noutras espécies de Pleuronectiformes (ex: nos ovarios de
Limanda limanda, Canario & Scott, 1989 a), de Perciformes e de Cyprinidiformes
(Canério, 1992). Este autor sugere a importincia da 17,20a-P na funcdo espermética. Foi
também detectada a influéncia da 17,20c-P na inducdo da espermiagdo em anfibios
(Kobayashi ef al., 1993), o que pode indicar uma maior importéncia desta hormona do que
até aqui se considerava, na regulacdo dos processos reprodutivos de vertebrados. Segundo
Canério & Scott (1989 a) ndo € ainda claro o significado bioldgico dos esterdides 20a-
hidroxilados nos teledsteos. Os resultados de Asahina et al., (1993) sugerem também o
papel desta hormona na regulagio da espermiagdo no peixe-dourado.

Também Oliveira et al. (1996) sugerem a 17,20c-P sulfato como uma possivel
feromona liberta pelos machos de O. mossambicus. Esta progestina surgia também

correlacionada positivamente com a taxa de cortejamento.

A funcdo das feromonas sexuais em machos de peixes € menos clara do que no caso
das fémeas. Os machos, tendo maior mimero de gdmetas disponiveis continuamente, ou por
periodos relativamente longos, tém frequentemente a capacidade de acasalarem com maior
frequéncia do que as fémeas, talvez em competicdo com outros machos. Além disso, os

machos estdo mais vezes envolvidos na defesa de territérios ou ninhos, ou nos cuidados
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parentais de ovos e juvenis. Devido a estas caracteristicas, uma coordenacdo precisa da
libertagdo de feromonas com o estado fisioldgico do macho ndo € necessaria e os sinais
quimicos podem ser mais persistentes (Liley, 1982). Assim, em espécies como Blennius
pavo, Hypsoblennius spp., anabantideos e Ictalurus, em que os machos defendem
potenciais locais de midifica¢do, as feromonas podem servir apenas para marcar o territorio
e/ou atrair fémeas para o macho (Liley, 1982). Uma situacdo semelhante poderia acontecer
em O. mossambicus.

H4 poucos estudos dos mecanismos de excregdo dos esterdides e dos seus
metabolitos, em contraste com os mamiferos. Uma das vias possiveis de emissdo de
feromonas é a urina (e.g. 17,20B-P-sulfato, na truta) (Scott & Vermeirssen, 1994). E
também importante saber até que ponto os peixes controlam a libertagdo da feromona; a
bexiga pode actuar como um orgfo que concentra e armazena feromonas sexuais (Canério
& Scott, 1989 b; Stacey et al., 1987). Estes autores encontraram uma concentracdo muito
superior de esterdides conjugados (incluindo 17,203-P) na urina em relagdo ao plasma de
Pleuronectes platessa.

As complexas interacgGes sociais mediadas por feromonas podem influenciar a
producdo de esperma. Machos estimulam a ovulagdo/ oviposicdo nas f€meas e estas
estimulam a espermiagdo e a libertacdo de esperma nos machos. Esta estimulagdo dual
ocorre no peixe-dourado. Este processo € econdmico: mobilizagdo de esperma quando
necessario ¢ dupla fungdo da 17,20B-P e prostaglandinas envolvidas como “hormonas” na
ovulagdo e feromonas para a estimulagdo do macho. Em espécies com reduzido IGS (indice
gonado-somatico), como as tilapias, ha alguma economia de esperma que resulta de
comportamentos de postura complexos (Billard, 1987 b; Billard et al., 1990); assim, ndo

devemos excluir a hipotese de comunicagdo quimica entre os individuos.

Na maioria das interacgdes mediadas quimicamente, nio € claro se ha comunicagdo
no sentido mais aceite (ver Liley, 1982; Stacey, 1991), ou se um individuo simplesmente
responde adaptativamente a produtos metabolicos ou de excre¢do de um conspecifico que
inevitavelmente sdo libertos para o ambiente. Estes produtos podem fornecer informacao
fortuita aos conspecificos sobre o individuo que emite o sinal. A iterpretacdo do
significado funcional da maioria das interaccGes mediadas quimicamente € especulativa.

Liley (1982) questiona a necessidade de especializagdo de estruturas responsavels pela
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sintese € libertacdo de feromonas nos peixes: ja que a maioria dos produtos bioquimicos dos
peixes sdo soliveis em dgua, hd uma gama de produtos que poderiam ser percepcionados
(Liley, 1982). No entanto, a comunicagdo quimica na dgua, esta restrita & transmissdo de
mensagens simples (que permitem por exemplo a orientagdo) que ndo envolvem a passagem
de uma mensagem para outra, ou a modulacdo do sinal. Talvez devido a estas limita¢des
tenha havido uma pressdo selectiva fraca que favorecesse o desenvolvimento de sinais
quimicos especializados e orgdo secretores associados (Liley, 1982). Este autor especula
que estes factores terdo contribuido para a natureza pouco ritualizada dos sistemas de
comunicacdo quimica nos peixes, 0 que teria permitido aos peixes serem particularmente
oportunisticos na incorporacdo do uso de estimulos quimicos fortuitos nos seus repertorios

de comunicagio.

Kime et al. (1991) salientam a grande variedade de hormonas produzidas pelos
teledsteos, ndo se podendo assumir os esterdides medidos como os mais Importantes
qualitativa e quantitativamente. Estes problemas apenas podem ser resolvidos com
incubagdes com percursores marcados radioactivamente (Kime ef al., 1991).

Cada vez mais estudos salientam a importdncia de outros esteroides, como
androgénios reduzidos na posi¢do 3 ou 5, na fisiologia da reprodug@o de algumas espécies
(Kime 1993). Este autor chama a atengfio para a grande variedade de vias biossintéticas de
esterdides nos teledsteos: as medi¢Oes apenas dos esterdides ‘’classicos’” dos teledsteos
podem fornecer um quadro errado da acgdo fisioldgica e comportamental. Kime & Hyder
(1983) referem em O. mossambicus niveis elevados de androgémios 5B-reduzidos ndo
conjugados e niveis de 11B-hidroxitestosterona idénticos aos de 11-KT. Kime (1982)
detectou também a presenca de ghicurénidos 53-diol.

Vérios trabalhos indicam que a estimulagio hormonal do comportamento
reprodutivo dos machos de teledsteos, para além de ser diferente dos outros tetrapodes, €
consideravelmente diferente entre espécies (Mayer et al., 1994). A grande diversidade
filogenética limita grandemente a nossa capacidade de retirar conclusdes gerais baseadas em
resultados experimentais obtidos a partir de poucas espécies. A maioria dos estudos incidem
em espécies de salmonideos e no peixe-dourado, que pertencem a ordens afastadas dos
perciformes (Villars, 1983). No entanto, também permitem alguma compara¢do entre

observagdes. A semelhanga do que acontece em muitas espécies de vertebrados, em O.
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mossambicus 0s estimulos sociais t€ém importdncia na regulacdo dos niveis de esterdides,

que por sua vez regulam os comportamentos, aumentando a eficicia das interac¢Ges que se

verificam frequentemente num sistema de arena.

H4 que ter cuidado na interpretacdo dos resultados; tratam-se de niveis urinarios e
ndo plasmaticos. Seriam uteis estudos sobre a dindmica de excregdo dos esterdides, no
sentido de se determinar se varia¢cdes nas concentracdes urindrias se devem a variagdes da
producdo testicular ou a alteragfo das taxas de excregdo.

Na truta S. #rutta, a pele tem receptores especificos para a T (Pottinger, 1987). A
concentracdo de receptores no mesmo tecido-alvo pode variar temporalmente (Pottinger,
1988). Além disso, existe um sistema de ligacdo- esterdides no plasma de muitas espécies
que pode ser importante na alteracdo dos niveis de hormonas livres e assim a concentragéo
de hormona disponivel para os tecidos alvos (Moll & Rosenfield, 1986 in Pottinger, 1988).
Segundo este autor, a ligagdo plasmatica esterdide-proteina de ligacdo pode ser um
importante factor modulador da actividade das hormonas. Assim, os processos fisioldgicos
que sdo influenciados por hormonas podem estar sujeitos a um controle mais subtil do que

simplesmente pelas flutuacdes nos niveis plasmaticos das hormonas (Pottinger, 1988).

A  manutengio de populagdes mistas de tilapias rapidamente provoca
sobrepopulagdo, devido & rapida maturagdo das fémeas e a eficicia dos cuidados parentais
(Bardach & Magnuson, 1980). H4 tendéncia para se reproduzirem mais cedo, com a
dimensdo do corpo demasiado reduzida para ser comercializada (Torrans et al., 1988;
Baroiller & Jalabert, 1989). O tratamento com hormonas ¢ um método de obtencdo de
populacdes s6 de machos, em que o crescimento ¢ mais rdpido (Bardach & Magnuson,
1980). Varios trabalhos tém sido realizados sobre a eficacia da administragdo de esterdides
nesta espécie (e.g. Bardach & Magnuson, 1980; Hunter & Donaldson,1983; Torrans ef al.,
1988; Basavaraja et al., 1990; Pandian & Varadaraj, 1990; Varadaraj et al., 1994). No
entanto, a investigagdo nesta drea, sobre os efeitos comportamentais de tratamentos com
esterdides é ainda insuficiente; segundo Liley (1980) muitas vezes a reversdo
comportamental ndo é completa, podendo haver problemas. Assim, sdo necessirios mais
trabalhos que permitam um melhor conhecimento dos processos de regulagdo de

comportamentos associados & reprodu¢do. Sdo necessarios estudos mais completos para a
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confirmacdo da hip6tese de libertagdo de feromonas pelo macho de O. mossambicus. E
importante que se facam estudos sobre os limiares de detecgio de esterdides pelos
receptores (Scott ef al., 1994). Assim, deveria testar-se a reac¢do olfactiva/gustativa e
comportamental das f€meas de O.mossambicus a estes compostos; a comparagio entre 0s

niveis plasmaticos e urindrios também seria util.

4. CONSIDERACOES FINAIS

No sistema social de arena sdo frequentes os contactos entre machos e entre
machos e fémeas. Nestes locais de elevadas densidades populacionais, a capacidade de
reconhecimento e resposta imediata a estimulos sociais € importante para o sucesso das
mnteracgdes entre os individuos. Os estimulos visuais sdo importantes na modula¢io de
comportamentos dos machos de O. mossambicus, mas outros estimulos também tém
influéncia; sdo necessdrios mais estudos sobre a importincia de sinais quimicos emitidos
pelas fmeas.

Para aumentar a capacidade de resposta do macho a novos estimulos, os niveis
urinarios de androgénios sdo modulados também por estimulos emitidos pelas fémeas; esta
regulacdo permite ajustar os niveis hormonais que surgem associados por sua vez
(principalmente a 11-KT) a regulag@o das respostas comportamentais adequadas. A mesma
hormona poderd activar respostas comportamentais diferentes na presenca de estimulos
sociais diferentes. S3o necessarios mais trabalhos para um conhecimento adequado de quais
os esterdides envolvidos na regulacdo de comportamentos sexuais e agonisticos dos machos
de O. mossambicus.

Embora nio tenha havido variagdo dos niveis de progestinas, ndo se exclui a
influéncia das mesmas na regulacdo de comportamentos; trabalhos futuros poderdo testar a
importancia destas hormonas ou dos seus conjugados como possiveis sinalizadores das

arenas reprodutoras para as f€émeas.
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