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Resumo

Os sons produzidos por peixes desempenham frequentemente um papel importante
na comunicacao intraespecifica, podendo ser determinantes para a reproduc¢do. Um
bom exemplo de uma espécie vocal é o Pomatoschistus pictus (gobio de areia), um
pequeno peixe marinho que habita 4guas pouco profundas com substrato arenoso. Os
machos desta espécie séo territoriais na época de reproducgdo e cortejam activamente
as fémeas tentando atrai-las para o ninho para acasalar, prestando também os
cuidados parentais aos ovos. Estudos anteriores demonstraram que 0os machos desta
espécie produzem sons durante a corte, e que machos de maiores dimensdes
apresentam uma maior actividade acustica, produzindo sons mais longos e a taxas
mais elevadas.

Este trabalho teve dois objectivos distintos. O primeiro foi testar se a dimenséo
corporal de machos de Pomatoschistus pictus esta correlacionada com o seu sucesso
reprodutor, recorrendo ao estudo da preferéncia das fémeas por machos de diferentes
tamanhos, através da avaliagdo do comportamento das fémeas e tendo em
consideracdo a taxa de corte e vocalizagdes dos machos. O segundo objectivo foi
testar se os sons emitidos por machos, tém influéncia na escolha de parceiro sexual
pela fémea, bem como se 0s machos usam estes sons como pistas sensoriais ha
competicdo reprodutiva entre machos. Para tal testou-se, com experiéncias de
playback, a preferéncia a) por sons conspecificos vs. um controlo (siléncio ou ruido
branco), b) por sons emitidos a diferentes taxas (altas vs. baixas), ¢) bem como com
diferentes duracdes (longos vs. curtos).

Para cumprir o primeiro objectivo, realizaram-se experiéncias com apresentacao as
fémeas de machos com diferentes tamanhos. Os aquarios experimentais estavam
divididos em trés regides através de particdes, tendo sido definidas zonas de resposta
com uma largura correspondente ao tamanho aproximado de um peixe desta espécie
(5 cm). As fémeas eram colocadas na area central sendo os compartimentos laterais
ocupados por um macho grande e por um macho pequeno, atribuidos aleatoriamente
a cada compartimento lateral. A preferéncia das fémeas foi avaliada pelo seu tempo
de permanéncia nas zonas de resposta do lado do macho grande ou do pequeno.
Quantificou-se também os comportamentos de corte dos machos, incluindo as suas
vocalizagbes, visto que poderiam influenciar a escolha. Nao foram encontradas
diferencgas significativas no tempo que as fémeas passaram com machos grandes (X
DP = 337,0 £+ 257,8 s) ou pequenos (x + DP = 351,7 + 217,3 s), 0 que sugere que a
dimensdo do macho ndo é utilizada pelas fémeas desta espécie na escolha de

parceiros. Os nossos resultados indicam, no entanto, que a intensidade de corte, bem



como as vocalizagdes produzidas pelos machos, podem ter um papel importante na
escolha de parceiro sexual pela fémea.

Para cumprir o segundo objectivo foram testados machos ou fémeas nos mesmos
aquarios experimentais, equipados nas extremidades do aquério com dois dispositivos
de reprodugcéo de som que emitiam sinais de corte de machos. A experiéncia era
composta por trés fases: 5 minutos de siléncio + 5 minutos de playbacks + 5 minutos
de siléncio, a fim de se poder comparar o tempo de permanéncia do peixe-teste em
cada uma destas condi¢cdes. Cada individuo foi testado 4 vezes sob diferentes
tratamentos: som vs. siléncio; som vs. ruido branco; som a taxa alta vs. som a taxa
baixa e sons de longa duracdo vs. sons de curta duragdo. As preferéncias de cada
peixe foram novamente avaliadas pelo tempo de permanéncia em cada zona de
resposta. Nao foram encontradas diferengas significativas no tempo passado nas
zonas de resposta para cada tratamento, tanto para machos como para fémeas,
sugerindo que a resposta a estimulos acusticos podera estar dependente da
motivacao do individuo (o teste foi realizado no fim da época de reproducgéo), e/ou que

podera ser necessaria a presenca adicional de um estimulo visual ou quimico.

Palavras chave: Pomatoschistus pictus, comunicagdo acustica, escolha de parceiros,

tamanho corporal, playback.



Abstract

Sounds produced by fish often play an important role in intra-specific communication
and thus may be important for their reproduction. A good example of a vocal specie is
the painted goby (Pomatoschistus pictus), a small benthic fish that inhabits shallow
sandy substrate areas. The males of this species are territorial during the reproductive
season and actively court the females in order to attract them to their nests to mate,
being the male the responsible for paternal care. Previous studies show that the males
produce sounds during courtship interactions, and that larger males produce sounds at
a higher rate and with a longer duration.

This work had two distinct objectives. The first was to test if the male body size was
correlated with its reproductive success, by studying the preferences of the females
relative to males of different sizes, taking in consideration the courtship rate by the
males and vocalizations. The second objective was to test if playbacks of male sounds
influenced female mate choice and if males used these playback sounds as sensorial
clues in reproductive male-male competition. In order to do that, we tested with
playback experiences the preferences for a) conspecific sounds vs. control (silence or
white noise), b) sounds produced at different rates (low rates versus high rates) and c)
sounds with different durations (longer or shorter sounds).

In order to achieve the first objective females were presented with males of different
sizes. Experimental tanks divided into three regions were used and each region was
labeled with response zones that were defined according to the size of this species
(5cm). Females were placed in the central area while males (smaller and larger) were
randomly attributed to each of the lateral compartment. Female preference was
evaluated by the time they spent with each male in the response zone. Male behaviour
and vocal activity were recorded and measured to allow female choice to be assessed.
No significant differences were found in the time spent by females with larger (X + DP =
336,99 + 257,82 seconds) or smaller (x £ DP = 351,73 + 217,33 seconds) males which
suggests that size is not an important parameter in female mate choice. However, our
results do suggest that courting intensity as well as the sounds produced by the males,
independently of their size, may play a major role in female mate choice.

In order to accomplish the second objective, males and females placed in the central
area of the same experimental aquaria were tested with playbacks of male courtship
sounds emitted from the lateral compartments by two sound reproduction devices. This
experiment was divided in three stages, 5 minutes of silence followed by 5 minutes of

playback and by another silent period of 5 minutes, in order to compare the time they



remained in the response zone by each fish in every treatment. Each individual was
tested 4 times with different treatments: sound vs. silence; sounds vs. white noise; low
rate sound vs. high rate sound and short duration sound vs. long duration sound.
Again, fish preference was evaluated by measuring the time spent by the fish in the
response areas. Results showed no significant differences in the time spent in the
response areas, both by males and females, in any treatment. These results suggest
that either these parameters are not of major importance or most likely that individual
motivation and multimodal communication (e.g. visual and sound stimuli) may be

determinant in eliciting female and male responses.

Key words: Pomatoschistus pictus, acoustic communication, mate choice, body length

and playback.
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Fig.1- Ouvido interno de um peixe teledsteo (perca). Vista mediana a esquerda e vista
lateral a direita. AC, HC, PC, canais semicirculares anterior, horizontal e posterior; L,
lagena; LO, otdlito da lagena; MN, macula negleta; MU, epitélio utricular; MS, epitélio
sacular; N, oitavo nervo craniano; S, saculo; SO, otolito do saculo; UO, otdlito do
utriculo (Popper & Schilt, 2008).

Fig.2 - Desenho esquematico da relacdo entre o ouvido interno e a bexiga-natatéria
em diferentes espécies. a) Nao ha ligacdo entre bexiga-natatoria e ouvido interno; b) A
bexiga-natatoria projecta-se para a frente e contacta com o ouvido interno; c)
Condicdo de um peixe otofiseo onde uma série de ossiculos ligam o ouvido interno
com a bexiga-natatéria; d) Condicdo especial onde existe uma bolha de gas
secundaria perto do ouvido interno (anabantideos, clupeideos e mormirideos) (Ladich
& Popper, 2004).

Fig. 3 — Imagem de um exemplar da espécie Pomasthoschistus pictus.

Fig. 4 - Mapa de distribuicdo da espécie Pomasthoschistus pictus.

Fig. 5 - Exemplos de sons produzidos por machos da espécie Pomatoschistus pictus.
Oscilograma e espectograma a) de um conjunto de thumps e b) de um conjunto de
drums.

Fig. 6- a) Localizacdo dos locais de colheita da espécie (Parede e Portinho da
Arrabida); b) aquarios “stock”; c) método de colheita dos peixes usando redes de méo.
Fig. 7 — Representacdo esquematica dos tanques experimentais com a indicagdo das
zonas de resposta.

Fig.8 - Ninho desenhado especialmente de forma a permitir a colocagéo do hidrofone
(llustracéo por Marta Bolgan).

Fig. 9 - Vista lateral e frontal do dispositivo subaquatico para reproducdo do som
(“Fishtalk”™)
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1.1.Seleccéao sexual

A seleccédo sexual ocorre quando ha competicéo por parceiros sexuais gerando sucessos
reprodutivos diferenciais entre individuos de uma populacdo. Para que isto ocorra é
necessario que 0s recursos (parceiros sexuais) sejam escassos e que haja uma variacdo
fenotipica (e genotipica) associada a beneficios diferenciais; ou seja, escolher deve ser
compensatorio. Assim, a seleccdo sexual pode ser definida como uma variagdo no
sucesso reprodutivo decorrente da variagdo no numero de parceiros sexuais obtidos
(Wade, 1979). Segundo Summers (1992), uma forma mais completa de definir selec¢éo
sexual seria: um processo pelo qual individuos mais bem-sucedidos em seleccionar,
atrair e competir por parceiros, alcangcam maior sucesso reprodutivo do que aqueles que
sdo menos bem-sucedidos. Seleccdo sexual pode também ser considerada como uma
forca selectiva fundamental na evolugdo do comportamento social, pois ela é capaz de
afectar uma série de fendmenos biolégicos como o grau de cuidado parental e de
dimorfismo sexual, o tipo de sistema de acasalamento, a idade para a maturacao sexual,
a variacdo na proporcdo entre os sexos, etc (Howard, 1980; Zahavi & Zahavi, 1997;
Miller, 2001). De acordo com Darwin, a selec¢céo sexual pode actuar de duas formas:

1) Favorecendo a capacidade dos individuos de um sexo, normalmente machos, para
competirem directamente entre si pela obtencéo de fertilizacdes. Este tipo de selecgéo,
normalmente designada por intra-sexual, pode levar a evolucdo de caracteres tais como
“armas” ou grande tamanho corporal;

2) Promovendo a elaboragdo de tragos/ornamentos num dos sexos, geralmente no
macho, para atrair o outro sexo, normalmente a fémea. Este processo é usualmente
designado por selec¢éo inter-sexual, uma vez que a preferéncia das fémeas pode levar &
evolugdo rapida e divergente de determinadas caracteristicas sexuais secundéarias nos
machos (Andersson & Iwasa, 1996). A seleccdo inter-sexual pode levar ao
desenvolvimento de ornamentos, tais como a cauda do pavao ou exibicbes de corte
(Svensson, 2004).

De acordo com a teoria de seleccéo sexual, as decisGes reprodutivas devem maximizar o
fitness individual. Apesar de machos e fémeas contribuirem igualmente para o pool
genético da prole, o investimento energético da fémea é usualmente maior do que o do
macho (Andersson & Simmons, 2006), uma vez que as fémeas produzem 6vulos grandes
e nutritivos, enquanto os machos produzem milhares de espermatozoides pequenos e de
muito menor contetdo energético. Assim o0 sucesso reprodutor dos machos esta limitado
pelo nimero de acasalamentos enquanto que o das fémeas pelo nimero de 6vulos que
consegue produzir. Isto explica porque a escolha de parceiros € menos pronunciada em

machos do que em fémeas. Tendo em conta que as fémeas investem mais energia na
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reproducdo, estas devem seleccionar parceiros que forne¢cam beneficios materiais, e/ou
bons machos em termos de qualidade genética para a sobrevivéncia da prole, de forma a
melhorar o seu fitness (Andersson, 1994).

As fémeas podem seleccionar os machos através de beneficios materiais directos, como
a qualidade do territorio, a alimentagdo nupcial, ou cuidados parentais (Andersson, 1994).
Quando ndo existem beneficios materiais, a fémea pode seleccionar os melhores machos
com base em determinadas caracteristicas, como o tamanho corporal, a intensidade de
corte, ou a intensidade de coloracdo nupcial, que podem ser indicadores da qualidade do
macho, como por exemplo do seu estatuto social e, consequentemente da capacidade de
excluir agressivamente potenciais predadores de ovos do territério. Adicionalmente, a
transmissdo de doencas e parasitas pode ser evitada pela escolha de um macho
saudavel.

Alguns caracteres elaborados evoluiram através da competicdo macho-macho. No
entanto, muitos tragos ornamentais evoluiram, certamente, pela seleccdo das fémeas por
machos que garantam a obtencdo de beneficios genéticos para a descendéncia. As
fémeas podem escolher com base em caracteristicas fenotipicas dos machos, incluindo
posturas de corte, coloragcdo nupcial, ornamentos, feromonas, tamanho corporal e
qualidade de territério (Andersson, 1994; Barbosa & Magurran, 2006; Fagundes et al.,
2007; Ahnesjo et al., 2008; Labonne et al., 2009). Todos estes parametros séo fontes de
informacdo da qualidade do macho, que atraem as fémeas e que podem aumentar o
sucesso reprodutivo da fémea. Por outro lado, as fémeas ao acasalarem com machos
mais ornamentados, que indicardo a presenca de genes superiores, passardo a
descendéncia estes genes que poderdo aumentar a viabilidade e/ou fecundidade da
descendéncia (Kodric-Brown, 1990).

Existem diferentes hipoteses para explicar a ornamentacdo exagerada dos machos.
Fisher (1930) sugeriu que por um processo de deriva genética reforcado, que leva a uma
ornamentacdo mais extrema nos machos e a fémeas mais selectivas, os ornamentos dos
machos surgiram apenas porque serdo mais atractivos para as fémeas. Por outro lado,
Zahavi (1975;1977) argumentou que, caso estes ornamentos sejam uma menos valia
para a sobrevivéncia diaria (e.g. a cauda do pavéao), a escolha pelas fémeas assente
nestes caracteres devera permitir uma avaliagdo segura da qualidade do macho pela sua
elevada capacidade de sobrevivéncia (teoria do “handicap”). Se a caracteristica for
hereditaria, esta serd passada para a descendéncia e entdo as fémeas escolherdo bons
genes se preferirem machos que exibam sinais honestos da sua qualidade genética
(Svensson, 2004). Existem beneficios indirectos na escolha de “bons genes” (Andersson,
1994) e “filhos sexys” (Weatherhead & Robertson, 1979). De ambas as formas, os tragos

dos pais sdo herdados pela descendéncia, e podem tanto aumentar as hipéteses de
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sobrevivéncia (teoria dos bons genes) como a oportunidade de se reproduzir (teoria dos

filhos sexys) (Barbosa & Magurran 2006).

1.2.Comunicacéo durante a escolha de parceiro sexual em peixes

Tal como noutros taxa, 0s peixes teledsteos dependem da comunicacdo para
sobreviverem e para se reproduzirem. Quase todos o0s autores concordam que a
comunicacao envolve a passagem de informac&o de um emissor para um receptor, € 0
uso subsequente da informacado por parte do receptor na decisdo da resposta. O veiculo
pelo qual a informacéo se transmite € chamado de sinal (Bradbury & Vehrencamp, 1998).
A seleccéo de parceiros sexuais envolve a troca de sinais recebidos por canais sensoriais
diferentes, dependendo do ambiente e das adaptacdes sensoriais. A maioria dos estudos
de comunicagdo sexual incidem sobre informacéo visual, provavelmente porque estes
sinais sdo0 0s primeiros a atrair a atencdo. De facto, a visdo é uma modalidade sensorial
muito importante para a comunicacdo em peixes, mas ndo a mais importante (Gianquinto
& Volpato, 1997; Rosenthal & Lobel, 2006). Além disso, 0 sexo oposto pode avaliar mais
do que uma modalidade sensorial no conjunto de informacao disponivel. A comunicagao
visual pode ser util na avaliacdo da cor, do tamanho, das caracteristicas do ninho, da
qualidade de territério e corte. Os comportamentos visuais de corte tém um papel fulcral
no acasalamento, podendo aumentar a receptividade do parceiro e ajudar a sincronizar a
fertilizacdo dos gametas. Por exemplo, nas tilapias do Nilo, Oreochromis niloticus, a
desova ocorre mesmo quando machos e fémeas estdo separados por um vidro
transparente, sem contacto quimico ou fisico (Castro et al., 2009).

A comunicacdo quimica desempenha também um papel importante. Os sinais quimicos
estdo envolvidos nos processos comunicativos durante o acasalamento em diversas
espécies de peixes (Gongalves de Freitas et al., 2008). Alguns autores demonstraram a
importancia da comunicagdo quimica, por exemplo, na escolha de parceiro sexual.
Almeida et al. (2005) mostrou que o macho de Oreohromis mossambicus liberta pulsos
de urina na presenca da fémea. Estudos recentes demonstraram que na urina dos peixes
podem estar presentes feromonas (Barata, 2007) e que estas feromonas reflectem o
estado reprodutivo de quem as liberta e afecta a fisiologia reprodutiva e 0 comportamento
do receptor (Stacey, 2006). Por outro lado, a comunicacao quimica é também importante
no reconhecimento individual de conspecificos. Os progenitores de algumas espécies de
ciclideos reconhecem a sua prole através de sinais quimicos e 0s juvenis reconhecem o

progenitor do mesmo modo (Myrberg, 1975).



A producéo de sons pode também ser utilizada pelos peixes na comunicagdo sexual. A
producdo de sons ocorre em pelo menos 50 familias de peixes 6sseos (Myrberg, 1981;
Hawkins & Myrberg,1983; Hawkins, 1993; Ladich & Fine, 2006). Os comportamentos
mais associados com a comunicacao acustica em peixes incluem o comportamento
territorial, interac¢des agonisticas, a procura de parceiro e a corte (Zelick et al., 1999).
Nalgumas espécies, machos territoriais emitem vocalizagbes para atrair as fémeas
durante a corte (eg. xarroco, gobio) (Helfman et al., 2009). Do mesmo modo, estudos
com ciclideos mostram que os machos emitem sons durante as exibicGes de corte e que
a taxa de som aumenta significativamente durante a corte (Amorim et al., 2004, 2008).
Phillips & Johnston (2008) demonstraram também o papel da producdo de sons em
interac¢cBes agonisticas e de corte no peixe Cyprinella galactura. A producéo de sons é
também bastante not6ria na espécie Botia horae (Cobitidae), que vocalizam e exibem-se
visualmente para repelir intrusos do local de abrigo (Helfman et al., 2009).

A comunicacgdo eléctrica esta restrita aos peixes eléctricos e tem também um papel na
comunicagdo sexual. A fungcdo dos pulsos eléctricos no comportamento de corte foi
estudada por exemplo no gimnotideo Sternopygus macrurus (Hopkins, 1974) e em
Apteronotus leptorhynchus (Trienfenbach & Zakon, 2003). As espécies de mormirideos
africanos também produzem pulsos eléctricos e utilizam as capacidades electroreceptivas
na orientagdo, comunicacao, interacgdes territoriais e de corte (Terleph & Moller, 2003;
Wong & Hopkins, 2007; Baier & Kramer, 2007). Na espécie Marcosenius pongolensis, o
sucesso reprodutivo do macho € incrementado pelo aumento da capacidade de produzir
descargas mais intensas possibilitadas por um maior desenvolvimento dos Orgéos
eléctricos (Machnik & Kramer, 2008).

1.3.Comunicacao acustica em peixes

O facto de que os peixes produzem sons e que sao capazes de detectar sinais acusticos
€ conhecido ha ja algum tempo. No entanto, foi apenas na segunda metade do século XX
gue os investigadores comecaram a ter equipamento apropriado, o que permitiu expandir
0 campo da bioacustica em peixes (Tavolga, 1960; 1964; 1967).

Apesar do aumento do nimero de publicacGes sobre acustica de peixes nos ultimos
anos, esta area permanece pouco estudada. Isto parece dever-se as dificuldades
técnicas existentes no estudo da comunicagao acustica em peixes no seu habitat natural,
nomeadamente no que diz respeito a identificacdo das espécies vocais e observacdo do

seu comportamento (Fay & Popper, 1999; Zelick et al.,, 1999) bem como a



impossibilidade de estudar todo o repertério acustico em cativeiro (e.g. peixes de
profundidade). Talvez por isso exista a ideia errada de que poucas espécies de peixes
produzem sons (Zelick et al., 1999), apesar dos peixes representarem provavelmente o
maior grupo produtor de sons dentro dos vertebrados (Ladich, 2004).

Existem actualmente mais de 30 000 espécies de peixes identificados, mas apenas uma
pequena frac¢do foi investigada quanto as suas capacidades de produzir e detectar
estimulos acusticos. Como ja mencionado, pensa-se que a producao de sons ocorra em
pelo menos 50 familias de peixes 6sseos (Myrberg, 1981; Hawkins & Myrberg,1983;
Hawkins, 1993; Ladich & Fine, 2006), mas este numero deve estar consideravelmente
subestimado (Ladich, 2004).

Os peixes vocalizam em varios contextos comportamentais tais como a defesa territorial,
a corte e 0 acasalamento, durante a alimentagcdo ou quando perturbados (e.g. ao serem
capturados por um predador) (Ladich, 2011). Os sinais acusticos, segundo Zelick et al.
(1999), parecem ser 0s mais vantajosos no meio aquatico permitindo uma melhor
comunicacgdo a longas distancias e em locais de fraca visibilidade.

A diversidade de sons produzida pelos peixes ndo € tdo notdria como noutros taxa, tal
como as aves. A maioria dos peixes produz sons com pouca modulagdo quer em
amplitude quer em frequéncia (Crawford et al., 1986; Ladich, 1997; Lugli et al., 1997;
Bass et al., 1999; Kaatz, 1999) e apresentam repertorios acusticos limitados; poucas
espécies de peixes emitem mais do que um ou dois tipos distintos de sons (Horch &
Salmon, 1973; Brown & Marshall, 1978; Crawford, 1997; dos Santos et al., 2000). Além
do mais, os peixes parecem produzir menos vocaliza¢gdes do que insectos, anuros e
aves, 0s quais podem produzir centenas de chamamentos por dia (Zelick et al., 1999),
provavelmente devido a limitagfes fisiolégicas da producdo de som na agua (Amorim et
al.,, 2002; Thorson & Fine, 2002). De uma maneira geral, a diversidade na producao de
sons em peixes esta associada quer a variabilidade nos mecanismos subjacentes a
producdo de sons, quer a diferencas entre espécies da mesma familia ou mesmo na
mesma espécie (diferengas individuais), podendo ainda estar dependente do contexto no
qgual ocorre a producéo de sons.

Ao contrario dos anfibios, aves e mamiferos, que produzem sons através de um tubo com
ar (laringe ou siringe) associado a membranas (e.g. cordas vocais), cavidades e sacos
(Bradbury & Vehrencamp, 1998), os peixes exibem uma grande diversidade de
mecanismos de producdo de som (Ladich & Fine, 2006). Apesar do conhecimento
acumulado desde Aristételes, a diversidade nos mecanismos conhecidos continua a
aumentar, sendo mesmo descritos novos mecanismos (Ladich & Fine, 2006). Estes
recaem sobre duas categorias maiores, sendo elas: 0s mecanismos peitorais, onde o

som, geralmente com uma banda espectral larga, resulta de movimentos das barbatanas
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(normalmente as peitorais), e mecanismos associados a bexiga-natatéria (Ladich & Fine
2006). Este dltimo é o mais comum e consiste na contraccdo rapida dos musculos
especializados, que comprimem e distendem a bexiga-natatoria, resultando na emissao
de sons de baixa frequéncia (abaixo de 1 kHz). Estes musculos podem ser intrinsecos
(com fibras ligadas as paredes da bexiga-natatoria) ou extrinsecos (originam-se em
estruturas como o cranio, ou hum processo da coluna vertebral, e inserem-se directa ou
indirectamente na bexiga-natatéria) (Hawkins & Myberg, 1983). Adicionalmente, a
libertacdo de bolhas pelo anus foi proposta como tendo algum valor comunicativo
(Wahlberg & Westerberg, 2003; Wilson et al.,, 2004). Na maioria dos taxa, apenas um
mecanismo de geracao de sons esta presente e em alguns grupos, tal como nos gébios,
0S mecanismos ainda séo desconhecidos.

Os mecanismos de geracdo de sons apresentam frequentemente dimorfismo sexual,
podendo estar presentes exclusivamente em machos, como em muitas espécies de
scianideos (Chao, 1978) ou, mais comummente, estar melhor desenvolvidos em machos,
uma vez que estes sao tipicamente os principais produtores de sons. Apesar da produgéo
de sons estar usualmente associada com a corte ou interac¢des agonisticas dos machos,
as fémeas, com musculos sénicos mais pequenos, vocalizam na maioria dos peixes,
particularmente durante interac¢des agonisticas (Ladich, 1997).

Embora a diversidade dos sons dos peixes possa ndo ser tdo notéria como noutros taxa,
a variabilidade, especialmente no dominio temporal, suporta a sua utilizagdo na
comunicagdo. A variabilidade dos sons produzidos por individuos da mesma espécie
pode contribuir para a escolha de parceiro (através da escolha de um parceiro com as
melhores caracteristicas ou com a motivacdo certa), para a avaliacdo de oponentes
durante combates, ou para o reconhecimento da identidade dos competidores, podendo

mesmo ter um papel na promocao do isolamento reprodutivo (Amorim, 2006).

1.4.Audic&o em peixes

Embora a audicdo em peixes tenha sido pela primeira vez demonstrada no inicio do
século passado (Parker, 1903; Bigelow, 1904), o numero de estudos das capacidades
auditivas em peixes aumentou enormemente nas Ultimas décadas.

Uma das questbes fundamentais no que diz respeito a audicdo em peixes (tal como
noutros vertebrados) € o porqué da sua origem. Claramente, a audicdo é usada para
comunicacgdo intraespecifica (Myrberg & Spires, 1980; Zelick et al., 1999). No entanto,
trabalho recente sugeriu que a audigdo tera evoluido nos peixes como mais um canal

para percepcionar alteracdes no seu ambiente. Na realidade, visto que 0s sinais visuais
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séo efectivos apenas com luz adequada, e os sinais quimicos sédo de propagacéo lenta
dependente de difusdo ou correntes, o som tem o potencial de fornecer ao peixe
informacg&@o sobre o ambiente a distancias consideraveis e de forma quase instantanea
(devido a elevada velocidade de propagacédo), e com significativa informagéo direccional
(Fay & Popper, 2000; Fay, 2008). Na 4gua a turbidez apresenta um problema adicional
para a visdo, podendo a audi¢éo ter surgido por pressdes selectivas para a deteccdo de
predadores e presas distantes, bem como para a deteccdo de objectos no ambiente,
localizacao de recifes de corais, etc. (Fay & Popper, 2000; Fay, 2008).

Apesar de ocorrerem notaveis variagdes anatémicas e fisiolégicas nos sistemas auditivos
em peixes (Nedwell et al., 2004) sugerindo que varias espécies podem detectar e
processar o som de forma diferente (Popper & Fay, 1993), medidas da capacidade
auditiva demonstraram que a maioria das espécies de peixes ouvem numa gama de
frequéncias relativamente estreita. Geralmente, isto varia desde 50 Hz ou menos até
1000 ou 1500 Hz. Alguns peixes, no entanto, conseguem ouvir frequéncias até aos 4000
Hz, ou mesmo ultra-sons (> 20 KHz), como por exemplo alguns clupeideos (Luczkovich
et al., 2011).

Ao contrario da maioria dos vertebrados terrestres, 0os peixes ndo possuem ouvido
externo e médio. Os 6rgaos receptores para os estimulos acusticos em peixes, estdo
situados no ouvido interno (Popper & Combs, 1980) que apresenta inimeras funcgoes,
tais como a orientacdo no campo gravitacional, a sensibilidade para aceleracdo e a
deteccdo de som. O ouvido interno é constituido por uma parte dorsal, que inclui o
utriculo e os canais semicirculares, e uma parte ventral que compreende o saculo e a
lagena (Wysocki, 2006) (Fig. 1).

Fig.1- Ouvido interno de um peixe teledsteo (perca). Vista mediana a esquerda e vista lateral a direita.
AC, HC, PC, canais semicirculares anterior, horizontal e posterior; L, lagena; LO, otdlito da lagena; MN,
macula negleta; MU, epitélio utricular; MS, epitélio sacular; N, oitavo nervo craniano; S, saculo; SO,
otdlito do saculo; UO, otdlito do utriculo (Popper & Schilt, 2008).



Os 6rgdos mecanorreceptores providos de 6télito (saculo, utriculo e lagena) contém um
epitélio sensorial (mécula) coberto por uma membrana otolitica e por uma estrutura
rigida, constituida por carbonato de célcio que se designa otdlito, e cuja forma é
especifica de cada espécie (Popper, 1998; Nedwell et al., 2004; Wysocki, 2006). A
macula consiste nhum conjunto de células de suporte e varios tipos de células sensoriais
ciliadas. Estas células sdo caracterizadas pela presenca de um uUnico kinocilio ligado
apicalmente a diversos estereocilios (Platt & Popper, 1981; Lu & Popper, 1981; Popper &
Fay, 1999; Wysocki, 2006; Popper & Schilt, 2008). As células sensoriais ciliadas estéo
dispostas em padrbes especificos de orientacdo: os feixes ciliares de cada regido estao
orientados na mesma direccdo do kinocilio (Popper & Schilt, 2008). Esta orientacdo dos
cilios pode conferir a capacidade de determinar a direccdo do movimento de particulas
num campo acustico e, assim, fornecer informacdo sobre a direcgdo da fonte sonora
(Dale, 1976; Popper, 1976; Popper et al., 2003; Fay, 2005; Popper & Schilt, 2008).

Num campo acustico, e devido a diferencas significativas entre a densidade do epitélio
sensorial e do otdlito, o epitélio tende a acompanhar a onda sonora, enquanto o otdlito
tende a permanecer em descanso. Este movimento relativo entre o epitélio sensorial e 0
otolito gera uma forca que flecte os feixes ciliares (Lu, 2011). Quando a deformacéo
destes feixes ocorre dos estereocilios para o kinocilio, as células ciliadas sao activadas
por despolarizacdo, levando a libertacdo de um neurotransmissor e a estimulacdo de
neuronios auditivos cujos axénios integram o oitavo nervo craniano (Hudspeth, 1985,
1997). No sistema nervoso central, cinco nudcleos principais (McCormick, 1999),
designados nucleo octaval de primeira ordem, recebem a informagéo aferente do oitavo
nervo. Entre estes, o nicleo octaval descendente é considerado a principal estrutura de
recepgdo dos estimulos auditivos (Crawford, 1997; Edds-Walton et al., 1999; Fay & Edds-
Walton, 1999). A informacgéo auditiva é depois projectada no encéfalo médio sendo o
torus semicircular o principal centro de integracdo, cujo nucleo central, medianamente
posicionado, codifica a informacédo auditiva (Crawford, 1997; Ma & Fay, 2002).

A variabilidade na audicédo dos peixes € principalmente devida a presenca de estruturas
auditivas acessorias. De acordo com a sensibilidade auditiva e presenca de tais
estruturas, os teledsteos tém sido classificados em especialistas, generalistas e
intermédios (Hawkins & Myrberg, 1983; Hawkins, 1993; Ladich & Popper, 2004). Os
especialistas tém sido caracterizados como apresentando especializa¢cdes morfolégicas
gue consistem em vesiculas cheias de gas ou estruturas 6sseas (Ossiculos de Weber)
ligados a parte anterior da bexiga-natatéria, que pode estar também ligada ou préxima do
ouvido interno (ver fig. 2 c,d). A vibragdo da parede da cavidade causa flutua¢cdes na
pressdo do gas que sado transmitidas ao ouvido interno aumentando a sensibilidade

auditiva. Este grupo de peixes especialistas na audi¢édo é sensivel a pressdo do som até
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cerca de 1 kHz (ex. mormirideos, anabantideos, ciprinideos) (Crawford, 1997; Ladich,
1999; Scholz & Ladich, 2006). Por outro lado os generalistas como os batracoidideos e
salmonideos, que ndo tém essas estruturas auditivas acessorias, respondem
essencialmente aos componentes cinéticos das ondas de som de baixa frequéncia
(abaixo de 1 KHz) e a amplitudes mais elevadas (fig. 2 a) (Fish & Offut, 1972; Hawkins,
1993). O terceiro grupo, que compreende espécies com capacidades auditivas
intermédias, também sensivel & pressdo de som, pode ter, por sua vez, extensbes da
bexiga-natatéria que ndo estdo ligadas ao ouvido interno (fig. 2 b) (e.g. gaddides e

pomacentrideos) (Chapman & Hawkins, 1973; Myrberg & Spires, 1980).
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Fig.2- Desenho esquematico da relacdo entre o ouvido interno e a bexiga-natatéria em diferentes
espécies. a) Nao ha ligacdo entre bexiga-natatéria e ouvido interno; b) A bexiga-natatoria projecta-se para
a frente e contacta com o ouvido interno; ¢) Condigdo de um peixe otofiseo onde uma série de ossiculos
ligam o ouvido interno com a bexiga-natatéria; d) Condicdo especial onde existe uma bolha de gas

secundaria perto do ouvido interno (anabantideos, clupeideos e mormirideos) (Ladich & Popper, 2004).

1.5.Familia Gobiidae

A familia Gobiidae é a maior familia de peixes (Alfred-Ockiva, 2000), ocorrendo por todo
o mundo em regides tropicais e temperadas. A familia compreende cerca de 2000
espécies pertencentes aproximadamente a 212 géneros (Lawson et al., 2011).

Esta familia é bastante bem sucedida na exploracéo de diferentes ambientes. A maioria
das espécies habita 4guas rasas de regifes costeiras, outras habitam areas de agua
salobra enquanto outras sdo espécies de 4gua doce. Sdo também conhecidas espécies

catadromas (Hoese, 1998; Hoese & Larson, 2006).
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Os membros desta familia sdo geralmente pequenos, a grande maioria com comprimento
inferior a 10 cm, estando entre os peixes mais pequenos do Mundo (Helfman et al..,
2009). Possuem uma cabeca larga e os olhos situam-se em posicdo superior; as
barbatanas pélvicas unem-se formando um disco que serve para adesdo ao substrato
(Hoese & Larson, 2006), sendo este o aspecto mais distintivo da morfologia dos gobios.
Para além disso, os gébios tém duas barbatanas dorsais e o corpo €, normalmente,
revestido por escamas cicldides ou ctendides (Hoese & Larson, 2006).

A familia Gobiidae é considerada um caso de estudo para a compreensdo da sinalizacéo
acustica em peixes (Bass & McKibben, 2003), visto que inclui muitas espécies vocais
(Lugli et al., 1997; Myrberg & Lugli, 2006), muitas alvo de estudos-chave na area da
bioacustica.

O género Pomatoschistus, insere-se nesta familia, e compreende 12 espécies: P. bathi,
P. canestrinii, P. knerii, P. lanzanoi, P. montenegrensis, P. norvegicus, P. quagga, P.
tortonesi, P. marmoratus, P. minutus, P. microps e P. pictus (Miller, 1986; Miller & Sanda,

2008). Neste trabalho, usou-se como modelo de estudo o Pomatoschitus pictus.

1.5.1.Pomatoschistus pictus (Malm, 1865): o gobio de areia

O gobbio de areia (fig. 3) € uma espécie costeira bentbnica, usualmente encontrada em
fundos de areia ou cascalho até aos 55 m de profundidade (Miller, 1990). Os individuos
mais jovens podem ser encontrados nos enclaves rochosos do mediolitoral. Esta espécie
ocorre ao longo da costa Este do Oceano Atlantico e no Mediterraneo (fig. 4). (Miller,
1986)

Fig.3 - Imagem de um exemplar da Fig. 4 - Mapa de distribuicdo da espécie
espécie Pomasthoschistus pictus. Pomasthoschistus pictus.

E um peixe pequeno, atingindo um comprimento maximo de 57 mm, e que pode viver até
aos 2 anos (Miller, 1986). O corpo desta espécie é curto e arredondado, com olhos
dorsais e uma barbatana caudal arredondada. O corpo tem uma coloracdo amarelo
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esverdeada e possui duas barbatanas dorsais raiadas, préximas uma da outra, com
fileiras de pontos negros e com manchas azuis e rosa. Possuem também umas manchas
escuras ao longo das zonas laterais do corpo e, por vezes durante a época de
reprodugdo, os machos apresentam uma pigmentacdo escura no maxilar inferior (Edlund
et al., 1980; Miller, 1986; Quéro et al., 2003).

Fémeas e machos ndo se distinguem facilmente. As fémeas s&o, geralmente, mais
pequenas e apresentam o ventre mais dilatado durante a época de reproducédo. Em P.
pictus, tal como em P. microps e P. minutus, existe dimorfismo sexual a nivel da papila
urogenital, que é alongada nos machos e curta e arredondada nas fémeas (Guitel, 1892).
Este dimorfismo é também observado noutras espécies de gobios (Miller, 1961).
Reproduz-se de Fevereiro a Julho, dependendo da localizacdo (Miller,1986). Tal como
noutras espécies de gobios, os machos P. pictus sdo poligamos, mostrando alto esforgo
reprodutivo (Rogers, 1988). Durante a época reprodutiva os machos constroem os ninhos
debaixo de conchas vazias, cobrindo-os parcial ou totalmente de areia, deixando uma
pequena abertura (Bouchereau et al.,, 2003). Os machos defendem activamente os
ninhos, que sdo usados como local de desova, e fornecem cuidados parentais durante a
época reprodutiva (Miller, 1986). Quando uma fémea se mostra interessada no macho,
entra no ninho onde desova. Aquando da desova, a fémea pressiona o ventre contra o
tecto do ninho, libertando ovos de pequenas dimensdes (Miller, 1986), que ficam
aderentes as paredes do ninho através de um disco adesivo (Patzner, 1984). Apés a
desova, a fémea abandona o ninho, deixando o macho responsavel pela defesa do ninho
e cuidados parentais.

Sons emitidos durante o comportamento reprodutivo foram descritos em machos de
diferentes espécies de gobios, e podem ser observados durante a corte, pré-desova (no
ninho, enquanto fémeas visitam o ninho) ou na desova (Lugli et al., 1997; Myrberg &
Lugli, 2006). O gbbio de areia produz dois tipos diferentes de sons durante as etapas
iniciais de corte (Amorim & Neves, 2007), que se designam por “drums” e “thumps”. Os
sons tipo “drums” sao sons pulsados relativamente longos, regularmente espagados e de
baixa frequéncia (Lindstrom & Lugli, 2000; Amorim & Neves, 2007) (fig.5 b). Estes sons
sdo normalmente produzidos quando o macho se encontra dentro do ninho juntamente
com a fémea (observagédo pessoal). Os sons tipo “thump” sdo caracterizados por uma
muito baixa frequéncia (abaixo 100 Hz), uma duragdo na ordem dos 80 ms, e por ndo
apresentarem uma estrutura pulsada (Amorim & Neves, 2007) (fig.5 a). Sé&o
frequentemente produzidos quando o macho convida a fémea para entrar no ninho, no
entanto, podem também ser produzidos fora do ninho (observacdo pessoal). Lugli &
Torricelli (1999) propuseram que os sons de corte emitidos pelos machos podem ser

usados na escolha de parceiro sexual, visto que as fémeas entram em varios ninhos
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antes de decidirem onde desovar e os sons apenas sdo produzidos pelos machos no

ninho.
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Fig. 5 - Exemplos de sons produzidos por machos da espécie Pomatoschistus pictus. Oscilograma e
espectograma a) de um conjunto de thumps e b) de um conjunto de drums.

Esta espécie foi escolhida visto ser um excelente modelo de estudo para responder a
questdes de ecologia comportamental e de comunicacdo acustica. E também de fécil
manutencdo em cativeiro sendo abundante e facilmente capturada nos sistemas

marinhos, exibindo ainda uma grande resisténcia e capacidade de adaptacéo.
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1.6.0bjectivos

Os objectivos principais do trabalho foram os seguintes:

1) Testar se a dimenséo dos machos dos gbbios Pomasthoschistus pictus
esta correlacionada com o0 sucesso reprodutor, através da avaliagdo da
preferéncia das fémeas por machos de diferentes tamanhos. O trabalho teve em
conta a actividade de corte do macho, incluindo as suas vocaliza¢cfes, pois
estudos anteriores demonstraram que 0os machos desta espécie ndo sé produzem
sons durante a corte, mas também que machos de maiores dimensdes
apresentam uma maior taxa de producdo de sons de corte e sons com maior

duracéo.

2) Averiguar se os sons emitidos pelos machos durante a época reprodutora
influenciam a escolha por parte das fémeas, bem como se 0s machos usam
estas pistas sensoriais na competi¢cdo reprodutiva com outros machos. Para
tal foram feitas experiéncias de playback em que foi avaliada a preferéncia de
fémeas e de machos por sons de corte apresentados a uma taxa elevada ou

baixa bem como a preferéncia por sons longos ou curtos.

Estes temas foram abordados em dois capitulos distintos.
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Capitulo Il. Escolha de parceiros sexuais pelas fémeas de
gobio de areia (Pomatoschistus pictus): O papel da dimenséo

corporal do macho e intensidade de corte.
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2.1.Introducéo

De acordo com Darwin, a seleccdo sexual surge de diferencas no sucesso reprodutivo
causado pela competicdo entre parceiros. Os exemplos mais 6bvios de selec¢do sexual
surgem em espécies animais com marcada assimetria no investimento reprodutor,
nomeadamente assimetria gamética, i.e. fémeas com o6vulos grandes e nutritivos, e
machos com espermatozéides pequenos com baixos custos de producdo. Esta
anisogamia estara na base da evolucéo de diferencas no comportamento e morfologia de
ambos os sexos (Andersson, 1994). Apesar de ambos os sexos contribuirem igualmente
para o pool genético da prole, o investimento energético da fémea é maior do que o do
macho (Andersson & Simmons, 2006). Assim sendo, € previsivel que as fémeas sejam
mais selectivas na escolha de parceiro sexual, sendo a competicdo por obtencdo de um
parceiro sexual mais intensa nos machos (Trivers, 1972; Andersson, 1994). Os peixes
seguem este padrdo, e os machos exibem geralmente sinais de corte e ornamentos mais
elaborados (Goncgalves & Oliveira, 2010), enquanto as fémeas seleccionam machos que
maximizem 0 seu sucesso reprodutivo (Svensson, 2004).

A escolha da fémea pode, por vezes, ser baseada em beneficios imediatos,
seleccionando machos com base em recursos disponibilizados, tais como alimentacao
nupcial, cuidado parental ou qualidade do territério (Andersson, 1994), ou ser baseada
em tracos fenotipicos, incluindo exibicdes de corte, coloracdo nupcial, ornamentos,
feromonas ou dimensdo corporal (Andersson, 1994; Barbosa & Magurran, 2006;
Fagundes et al., 2007; Ahnesjo et al., 2008; Labonne et al., 2009). Todas estas
caracteristicas sdo fontes de informacéo sobre a qualidade do macho e que poderédo
contribuir para o aumento do sucesso reprodutivo da fémea.

Por exemplo, nalgumas espécies de peixes Pomacentrideos (e.g. Stegastes partitus), as
fémeas seleccionam machos que apresentem elevadas taxas de corte. Este parametro
esta correlacionado com a sobrevivéncia dos ovos, provavelmente porque os machos
gue cortejam mais estardo em melhor condicdo podendo por isso fornecer cuidados
parentais mais adequados aos ovos (Knapp & Kovach, 1991). A taxa de corte pode,
assim, ser considerada um indicador da condicdo do macho, obtendo as fémeas
beneficios directos, como um aumento na sobrevivéncia dos ovos, e/ou indirectos, se 0
maior vigor representado na elevada taxa de corte exibida pelo macho estiver
dependente de influéncia genética. De igual forma, a dimensdo corporal é outro
parametro frequentemente utilizado na escolha de parceiro sexual por parte das fémeas,
estando este frequentemente correlacionado com caracteristicas como a qualidade e

intensidade das exibicbes de corte (e.g. Gobiidae) (Cole, 1982), comportamentos
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associados com a protecgdo dos ovos (Keenleyside et al., 1985; Jones, 1981) ou o

sucesso reprodutivo passado (Hastings, 1988; Ridley & Rechten, 1981). Na tabela

seguinte sdo listados alguns exemplos de parametros mais comummente seleccionados

por diversas espécies de peixes (Gongalves-de-Freitas et al., 2009).

Tabela 2 - Exemplos de caracteristicas preferidas dos machos pelas fémeas de diversas espécies

de peixes. Adaptado de Gongalves-de-Freitas et al., 2009.

Espécie

Caracteristicas dos machos preferidos

Referéncias

Poecilia mexicana
Xiphophorus
birchmanni
Rhinogobius

brunneus

Pseudotropheus

zebra

Astatotilapia

burtoni
Poecilia reticulata

Spinachia
spinachia
Pomatoschistus
minutos
Pterapogon

kauderni
Xiphophorus helleri

Salmo truta
Oreochromis
mossambicus
Rhodeus sericeus
Pseudomugil
signifer
Gasterosteus

aculeatus

Grandes barbatanas dorsais.

Machos bem alimentados.

Machos que cortejem em correntes rapidas de agua.

Grandes barbatanas pélvicas e grande nimero de pontos

nas barbatanas anais.

Machos territoriais em vez de nao territoriais; machos
territoriais mais activos.
Taxas altas de exibi¢cdes, ornamentagdo mais complexa e

desempenho prolongado de natacao.

Maior taxa de movimento corporal durante a corte.

Intensidade de corte.

Machos maiores.

Coloragédo preta nas espadas; espadas maiores.
Maior barbatana adiposa.

Maior tamanho corporal e maior cova para desova.
Maior tamanho corporal e corte mais vigorosa.

Grande proporcao do tempo investido na corte.

Machos com ninhos mais elaborados.

Jordan et al., 2006
Fisher & Rosenthal,
2006

Takahashi & Kodha,
2004

Couldridge &
Alexander, 2001

Clemente et al., 2004

Nicoletto, 1993

Ostlund & Ahnesjo,
1998

Forsgren, 1997

Kolm, 2001

Trainor & Basolo, 2006

Petersson et al., 1999
Nelson, 1995
Reichard et al, 2005
Wong, 2004

Ostlund-Nilsson &
Holmlund, 2003

Alguns estudos mostraram ainda que a escolha de parceiro sexual por parte da fémea

pode ser influenciada por outros factores, como sejam o risco de predacdo (Forsgren,
1992; Berglund, 1993; Godin & Briggs, 1996; Dill et al., 1999), niveis de oxigénio na agua
(Jones & Reynolds, 1999), densidade / disponibilidade de parceiros (Warner et al., 1995;

Howard & Young, 1998; Jirotkul, 1999), variacdo na qualidade do parceiro (Kvarnemo &
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Forsgren, 2000), e constrangimentos de tempo (Slagsvold et al., 1988; Backwell &
Passmore, 1996).

As fémeas de gobios (familia Gobiidae) usam mudltiplos critérios na sua escolha de
parceiro incluindo intensidade de corte (Forsgren, 1997 b), atributos do ninho (Svensson,
2004), tamanho corporal (Forsgren, 1992; Kvarnemo & Forsgren, 2000), coloracéo
nupcial (Forsgren, 1992) e provavelmente a producdo do som durante a inspeccdo do
ninho (Lindstrém & Lugli, 2000). O gbbio comum, Pomatoschistus microps, pode ser
considerado um bom exemplo. Nesta espécie o0s machos maiores defendem
normalmente territérios melhores e com maior nimero de locais de oviposicdo atraindo
um maior nimero de fémeas do que os machos mais pequenos (Bisazza et al., 1989;
Svensson, 2004). Adicionalmente, também os sinais acusticos de corte produzidos dentro
do ninho pelos machos desta familia poderdo desempenhar algum papel na escolha de
parceiros sexuais por parte das fémeas, uma vez que estas entram em VAarios ninhos
antes de decidirem em qual desovar (e.g. Lindstrom & Lugli, 2000). Alguns estudos
recentes sugerem que as caracteristicas dos sons emitidos pelos machos de gébios de
areia poderao fornecer a fémea informacao acerca do tamanho do macho. Por exemplo,
P. pictus emite dois tipos de sons em contexto de corte (drums e thumps) e sé um
(drums) em interac¢fes agonisticas (Amorim & Neves, 2007). Nesta espécie, 0 numero
de pulsos e a duracdo de drums agonisticos aumentam significativamente com o
tamanho do macho (Amorim & Neves, 2008). Os sons de corte de P. pictus,
nomeadamente thumps, sao produzidos a taxas mais elevadas e em episédios mais
longos por machos maiores e mais activos (Amorim & Neves, 2007). Assim, 0S sons
poderdo ser um sinal indicador da qualidade do macho, e caracteristicas como a taxa de
emissdo de som poderdo ser alvo de seleccéo por parte das fémeas, conjuntamente com
a dimensao e a actividade de corte do macho. Apesar de existirem alguns estudos que
demonstram a preferéncia das fémeas pela maior dimensao do macho e por intensidade
de corte elevada, nomeadamente em goébios (Lugli et al.,, 1996; Andersson, 1994,
Ahnesjo et al., 2008; Cole, 1982), ainda ndo é conhecido o papel relativo de diferentes
tipos de sinais (e.g. visuais e acusticos) na escolha de parceiros pelas fémeas. Assim
sendo, 0s objectivos deste trabalho foram, utilizando uma espécie vocal (P. pictus) em
que os sinais acusticos de corte podem potencialmente indicar a qualidade do macho,
testar: 1) se existe preferéncia por parte das fémeas em relagdo ao tamanho dos machos
e, 2) se a actividade vocal e intensidade de corte dos machos podera determinar o seu

SuUcCesso reprodutor.
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2.2.Métodos

2.2.1.Captura e manutencado dos peixes

Este estudo foi realizado no periodo de Janeiro a Julho de 2011 na Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa. Os peixes foram capturados utilizando redes de mao
e durante a época reprodutiva na Parede (Cascais) em &guas pouco profundas (30 cm a
50 cm) (fig. 6¢), e na costa da Arrdbida (fig. 5a) em mergulho entre o0s 2 m e 0s 9 m.
Machos e fémeas foram separados em tanques de stock (10 I, salinidade de 28-33 g/l)
equipados com filtros bioldégico (composto por bio-bolas), escumador (Tunze 9006),
ultravioletas e uma bomba de circulagdo comuns, aerificados e com temperatura
controlada através de um refrigerador (Hailea 1000A 1HP) (fig. 6b). O fundo de cada
aquario foi coberto com areia da praia e foram fornecidos abrigos (conchas) para os
machos fazerem o ninho. O sexo foi reconhecido através da examinacdo da papila
externa, que é arredondada nas fémeas e longa e pontiaguda nos machos, e pela
presenca de cores nupciais (Bouchereau et al., 2003). As fémeas gravidas podiam
também ser reconhecidas pelo seu ventre dilatado. Os peixes foram mantidos a 15° - 16°
C, com fotoperiodo natural e foram alimentados diariamente com uma mistura de

camaréao, mexilhdo e améijoa.

‘Cascais

Fig. 6- a) Localizacdo dos locais de colheita da espécie (Parede e
Portinho da Arrabida); b) aquarios “stock”; ¢) método de colheita dos

peixes usando redes de méo.
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2.2.2.Delineamento do estudo e arranjo experimental

A preferéncia da fémea por machos de diferentes tamanhos foi testada em aquérios
experimentais, com a dimenséo de 25,5 x 51 x 30,5 cm e com a capacidade para 35 | de
agua, cada um dividido em trés compartimentos através de particbes perfuradas de
plastico acrilico transparente. Cada aquario experimental estava equipado com um filtro
interior (Hailea HL BT800), que garantia a aeracao por circulacdo de agua superficial. A
temperatura foi mantida a 16° C por refrigeradores (Hailea HC300A) ligados a bombas
externas de circulagdo (Hailea Power Head XS6520). O fundo do aquéario encontrava-se
revestido por cerca de 2 cm de areia, e nos compartimentos laterais, onde se
encontravam o0s machos de diferentes tamanhos, colocaram-se ninhos artificiais,
constituidos por tubos de PVC opaco. Os aquarios experimentais estavam isolados das
vibragbes conduzidas através do pavimento por dois niveis de elementos de espuma de
borracha intercalados em duas pedras marmore. A atenuag¢do proporcionada por este
sistema permitiu melhorar significativamente a relacdo sinal/ruido durante os registos
aumentando, portanto, a qualidade das gravacfes dos sons dos peixes. Pela mesma
razéo os sistemas de aeracao e fluxo de 4gua eram desligados durante as experiéncias.

Dois dias antes das experiéncias eram retirados dois machos do aquario de stock, que
eram pesados, medidos e colocados aleatoriamente nos compartimentos laterais, para
gue se aclimatassem e ocupassem o ninho. Os machos seleccionados para cada teste
apresentavam um quociente do seu comprimento standard (CS) de cerca de 20 % (CS
grande / CS pequeno = 0.2), ou seja em cada teste a diferenca de CS entre o macho
grande e o pequeno foi cerca de 20% . Nestes testes o CS dos machos pequenos variou
entreos 2,5e3,4cm ( x+ SD = 2,75 + 0,25 cm), e dos machos grandes variou entre 3,1
e4,2cm(XxxSD=3,7%+0,31 cm).

Para estimular a constru¢do do ninho pelos machos, era colocada uma fémea gravida
(fémea focal) no compartimento central durante esses dois dias. Os testes foram
efectuados apenas quando ambos os machos exibiam comportamento territorial. Dado
gue a preferéncia da fémea pode ser influenciada pela constru¢éo do ninho (Svensson &
Kvarnemo, 2005), a cobertura de areia dos ninhos dos dois machos foi igualizada antes
das experiéncias. Cada par de machos-estimulo foi utilizado em trés testes, ap0s o0s
guais regressaram aos tanques de stock.

Cerca de 60 minutos antes de cada teste, a fémea focal era substituida por uma fémea-
estimulo na zona central do aquario, de forma a permitir a sua aclimatacéo. Nesta altura
eram também substituidas as particbes transparentes por particdes opacas, tendo as

fémeas-estimulo apenas acesso visual aos machos no inicio do teste. As fémeas-
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estimulo eram pesadas e medidas apés cada teste. Nos testes foram apenas utilizadas

fémeas com o ventre dilatado (gravidas).

2.2.3.0bservacbes comportamentais

Todas as experiéncias foram acompanhadas de registos simultdneos em video e em dois
canais de audio (ver abaixo). As imagens de video foram obtidas com a camara (Sony
DCR-HC39) posicionada a cerca de 50 cm do aquario experimental. O sinal de video foi
digitalizado (Pinnacle Dazzle DVD Recorded Plus) e gravado juntamente com ambos 0s
canais de audio num PC através do Windows Media Player. Todos os videos foram
posteriormente analisados com um programa de analise comportamental (EthoLog 2.2)
tendo sido registadas as frequéncias e duracdes dos comportamentos abaixo referidos.

Para estimar a preferéncia da fémea por cada um dos machos foi medido o seu tempo de
permanéncia em cada uma das zonas de resposta durante 20 minutos. Foram definidas
como zonas de resposta as areas no compartimento central com 5 cm de largura
(correspondendo aproximadamente ao comprimento de um peixe) adjacentes as

particdes, i.e. junto aos compartimentos dos machos (ver fig.7).

Ninhos dos machos

Zonas de resposta das
fémeas

Fig. 7 — Representacéo esquematica dos tanques experimentais com a indicagdo das zonas de resposta

Foram ainda contabilizados por observacédo focal a posicdo das fémeas (dentro e fora
das zonas de resposta) e os comportamentos de natagdo na coluna de agua, esfregar a
barriga na areia e posi¢cdo estaciondria. Para os machos foram contabilizadas as
vocalizagdes (drums e thumps, ja descritos anteriormente) bem como os comportamentos

de corte incluindo:
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Aproximacdo a fémea — o macho da pequenos saltos na direc¢do da fémea, enquanto
ondula o corpo e barbatanas. As barbatanas pélvicas, peitorais e dorsais estdo erectas e
a cabeca com manchas escuras. Este comportamento € frequentemente seguido por lead
display (Amorim & Neves, 2007).

Entrada no ninho — Comportamento normalmente antecedido por lead display. O macho
entra e sai do ninho varias vezes, ondulando o corpo e tentando que fémea o siga para
desovar (Amorim & Neves, 2007).

Construcdo do ninho — através de movimentos da barbatana caudal, o macho cobre o
ninho quase completamente com areia, deixando uma pequena abertura no topo.
(Bolgan, 2011)

Quiver — 0 macho abana o corpo em conjunto com as barbatanas peitorais erectas,
tendo normalmente a boca e o opérculo abertos. Este comportamento pode ter lugar no
ninho ou na arena (Bolgan, 2011)

Eight display — o macho nada rapidamente a frente da fémea num padrdo que se
assemelha a um oito (Amorim & Neves, 2007).

Lead display - o macho move-se na direcgdo e ao redor da fémea, tentando encaminha-
la para o ninho. Enquanto faz isto, ondula o corpo e nada com as barbatanas peitorais,
caudais e dorsais todas erectas (Amorim & Neves, 2007).

Nest rubbing - o macho vira-se de cabeca para baixo dentro do ninho e esfrega o ventre
no topo do ninho. Noutros goébios, este comportamento estd associado com a preparagéo
do muco que contém esperma activo (Svensson & Kvarnermo, 2005; Amorim & Neves,
2007) e feromonas que sdo usadas na atraccdo das fémeas e na sincronizagcdo da
desova (Locatello et al.,2002; Amorim & Neves, 2007).

Esfregar barriga na areia - macho ou fémea aproximam-se do fundo e esfregam o
ventre na areia. Este comportamento podera estar associado com preparacdo para a

desova (Observacao pessoal).

Para contabilizar a intensidade de corte dos machos somaram-se todos o0s

comportamentos de corte dos machos que ocorreram numa sessao.

2.2.4.Gravacéao de sons

Para estudar a emissédo de sons de corte emitidos pelos machos foi colocado um ninho
artificial em cada um dos compartimentos laterais, com um desenho que permitia a
colocacdo dos hidrofones proximo do macho nidificante sem o perturbar (fig. 8). Esse

ninho possuia um tubo vertical (chaminé) onde o hidrofone podia ser acomodado
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permanecendo a uma distancia curta do macho, permitindo assim a obtencdo de

gravacoes das vocalizagbes emitidas dentro do ninho com elevada relacao sinal/ruido.

Chaminé: camara para

hidrofone

7 cm

3cm
4 cm

Entrada

do ninho

3cm 5.5cm

Fig. 8 - Ninho desenhado especialmente de forma a permitir a colocagao do hidrofone. llustragéo

por Marta Bolgan, 2011.

Os sons foram registados com dois hidrofones diferentes mas suficientemente pequenos
para serem introduzidos na chaminé dos ninhos. Um dos hidrofones (Briel & Kjeer 8104,
sensibilidade: -205 dB relV/uPa; frequéncia de resposta de: 0.1 Hz a 180 KHz) apresenta
uma resposta plana numa elevada gama de frequéncias e encontra-se calibrado. O outro
hidrofone e respectivo circuito de condicionamento de sinal foi construido no laboratorio,
e apresenta uma resposta relativamente plana as frequéncias a que os peixes vocalizam
(Fonseca & Maia Alves, 2011). O output dos condicionadores de sinal dos dois
hidrofones, para além de ter sido gravado juntamente com o sinal de video, foi
simultaneamente digitalizado com elevada qualidade (Edirol UA-25, Roland, Japan; 16
bit, 48 kHz) e registado num PC através do programa Adobe Audition 2.0 para posterior

analise detalhada.

2.2.5.Analise estatistica
A andlise estatistica foi feita com o programa Statistica 10 versdo para Windows.
Recorreu-se a estatistica paramétrica quando o0s pressupostos para 0s testes

paramétricos foram cumpridos. De outro modo utilizou-se estatistica ndo paramétrica.
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Para as experiéncias serem considerados para andlise estabeleceu-se o critério a priori
de permanéncia da fémea focal nas zonas de resposta superior a 25% do tempo total de
observacéo (Borg et al., 2006).

Para avaliar a preferéncia das fémeas por machos de diferente dimensé&o foi utilizado o
teste de Wilcoxon com amostras emparelhadas em que se comparou o tempo de
passado nas duas é&reas de resposta. Foram realizados testes de correlacdo de
Spearman para averiguar se o tempo que a fémea passou com machos grandes ou
pequenos estava correlacionado com factores como o comprimento standard (CS) dos
machos e da fémea, com o tamanho relativo da fémea em relacdo ao do macho
(quociente do CS da fémea pelo CS do macho), a condi¢cao do macho (C, calculado como
C = (peso/SL®) x 100), o nimero total de exibicdes de corte por parte do macho e o grau
de gravidez da fémea (G) calculado como G = ((Peso/ SL® x 100). Foram ainda
realizados testes de correlagdo de Spearman para averiguar se o tempo passado com 0
macho preferido estava correlacionado (1) com varias medidas de qualidade do mesmo
como o CS, condicdo, frequéncia total de corte, (2) com medidas de qualidade relativa
entre os dois machos, como os quocientes do CS, da condicéo e da frequéncia de corte
entre o macho preferido e o outro macho, e (3) com medidas da fémea, como o CS, e 0
seu grau de gravidez.

Testou-se o efeito dos factores tamanho relativo do macho e nivel de corte (alto ou baixo
em relacdo ao valor da mediana) no tempo passado com o macho preferido com uma
ANOVA factorial. Verificou-se que foram cumpridos os pressupostos da homogeneidade
das variancias com um teste Levene e da normalidade dos dados (com um Papel de
Probabilidades).
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2.3.Resultados

Do total de fémeas testadas, duas ndo foram contabilizadas visto que ndo cumpriam o
critério de 25% de tempo de permanéncia has zonas de resposta. Deste modo, a amostra
final foi constituida por 21 fémeas.

O tempo despendido pela fémea com o macho maior variou entre os 40,66 e os 1087,26
segundos (X + DP = 336,99 + 257,82 segundos), enquanto que com 0 menor variou entre
0s 9,57 e 801,42 segundos (x + DP = 351,73 £ 217,33 segundos). O tempo passado com
0 macho preferido (i.e. 0 macho com quem passou mais tempo independentemente do
tamanho, variou entre os 239,72 e 1087,26 segundos (x £+ DP = 544,80 + 187,41
segundos)

N&o foram encontradas diferencas significativas no tempo que cada fémea passou junto
a machos grandes e pequenos (Wilcoxon: N=21; T=111,0; p>0,05) pelo que as fémeas
nao pareceram demonstrar preferéncia pela dimensao do macho.

Através da andlise dos dados na tabela 2 podemos constatar que o tempo que a fémea
passa com o macho de maiores dimensfes esta apenas relacionado com o tempo total
nas zonas de resposta (p=0,017). No entanto, ndo esta correlacionado com nenhum

outro factor considerado.

Tabela 2 — Correlagéo de Spearman entre o tempo passado com o macho grande (N=21) e

possiveis factores que influenciam escolha da fémea. r- Coeficiente de correlacdo de Spearman.

Variaveis r p

Total de tempo nas zonas de resposta 0,52 0,017
Comprimento standard do macho grande -0,22 0,33
Condigdo do macho grande -0,012 0,96
Frequéncia total de corte do macho grande 0,36 0,11
Freguéncia total de corte dos dois machos -0,067 0,77
Grau gravidez da fémea (G) -0,29 0,21
Comprimento standard da fémea -0,38 0,09
:\iécio entre o comprimento standard do macho grande e da 0,07 0.75
émea
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Ao realizar a mesma analise em relagdo ao macho pequeno (tabela 3) constatamos que o
tempo que a fémea passa com este macho parece estar relacionado com as suas

exibi¢cdes de corte (frequéncia total de corte do macho pequeno).

Tabela 3 - Correlagdo entre tempo passado com macho pequeno (N=21) e possiveis

factores que influenciam a escolha da fémea. r- Coeficiente de correlagdo de Spearman.

Variaveis r p

Total tempo zonas de resposta 0,16 0,49
Comprimento Standard do macho pequeno 0,08 0,74
Condigao do macho pequeno -0,01 0,97
Total corte do macho pequeno 0,60 0,004
Total de corte dos dois machos 0,29 0,21
Grau gravidez da fémea (G) 0,17 0,47
Comprimento Standard da fémea 0,15 0,07
Diferenca de comprimento standard entre macho pequeno e

tmea 0,07 0,75

As correlagdes anteriores apontam para a intensidade de corte como um possivel factor
importante no tempo de permanéncia junto dos machos pequenos sugerindo que pode
haver uma interaccdo entre as variaveis dimensdo do macho e intensidade de corte.
Deste modo, realizou-se uma ANOVA factorial com 2 factores, tamanho do macho
preferido (pequeno ou grande) e nivel de corte (alta ou baixa, ou seja acima ou abaixo do
valor da mediana). Observou-se que as fémeas passavam mais tempo com o macho
preferido quando apresentavam niveis altos de corte (ANOVA: F;1,=4,73; p=0,04; fig. 9).
N&o se observaram diferencgas significativas para a variavel tamanho do macho (ANOVA:
F117=0,05; p>0,05), nem para a interacgao entre os dois factores (ANOVA: F;,,=0,79;
p>0,05), sugerindo que, destes factores, s6 o nivel de corte esta sujeito a preferéncia da
fémea.

Consistentemente, o tempo que a fémea passou com o0 macho preferido aumentou com a
frequéncia de corte do macho preferido (r=0,50; p<0,05), bem como a frequéncia total de
corte dos dois machos (r=0,48; p<0,05, tabela 4). Observou-se ainda que o tempo
passado com o macho preferido estd marginalmente correlacionado com a diferenca de
corte dos dois machos (p=0,08, tabela 4) sugerindo que a fémea avalia as diferencas de
motivacdo dos machos para acasalar. O tempo passado junto ao macho preferido esta
ainda positivamente correlacionado com o tempo passado nas zonas de resposta (r=0,77;

p<0,001, tabela 4), o que possivelmente traduz a motivagdo da fémea, uma vez que o
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tempo nas zonas de resposta aumenta com o nivel de corte a que esta € sujeita (N=21,
r=0,47, p < 0,05).

800

700
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[
o
o
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o
o

Tempo com macho preferido (s)

300

Alto Baixo

Nivel de corte

Fig. 9- Comparacéo entre o tempo passado com o macho preferido quando exibe niveis de
corte altos ou baixos. Os circulos representam médias e as barras de erro intervalos de

confianga a 95%.

Tabela 4 - Correlagdo entre o tempo passado com o macho preferido (N=21) e diversos

factores analisados. r- coeficiente de correlagdo de Spearman.

Variaveis r p
Total tempo zonas de resposta 0,73 0,0001
Comprimento standard do preferido 0,05 0,84
Condigdo do macho preferido -0,06 0,81
Total corte do macho preferido 0,50 0,02
Diferenca de corte dos dois machos 0,39 0,08
Diferenga de comprimento standard dos dois machos 0,11 0,64
Diferenca de condigao dos dois machos 0,24 0,30
Total de corte dos dois machos 0,48 0,03
Grau gravidez da fémea (G) -0,14 0,55
Comprimento standard da fémea -0,07 0,77
Diferenca de comprimento standard entre macho preferido e
temea -0,04 0,88
ijferenga comprimento standard entre macho ndo preferido e 0,04 0.86
émea
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Por dltimo, colocou-se a hip6tese de que a produgédo de sons (comunicacdo acustica)
pelos machos pudesse ser o factor de atraccdo do interesse das fémeas, fazendo com
que estas permanecessem junto deles. De todos os machos analisados, apenas quatro
produziram sons, sendo que a fémea passou consideravelmente mais tempo com trés
dos machos que produziram sons do que com o macho alternativo, que ndo produziu

sons (tabela 5).

Tabela 5 - Relacao entre sons produzidos por machos e o tempo que fémea permaneceu junto a cada macho

Sons N° sons ) Tempo fémea com Tempo fémea com
) ) Macho que produziu
produzidos produzidos macho grande (s) macho pequeno (s)
Thumps 8 Macho grande 336,99 466,9
Thumps 26 Macho grande 1059,98 84,7
Thumps 99 Macho grande 1087,26 9,57
Thumps 17 Macho pequeno 212,87 801,42
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2.4.Discussao

Este trabalho pretendeu verificar se a dimensao dos machos seria um factor importante
na escolha de parceiros pelas fémeas de P. pictus. Os resultados sugerem que as
fémeas desta espécie ndo exibem preferéncia pela dimensdo corporal nos machos. De
facto, as fémeas escolheram igualmente machos mais pequenos ou maiores
(aproximadamente 50% para cada caso) indicando aleatoriedade na escolha pela
dimensao relativa do macho. Em contraste, o tamanho corporal € uma caracteristica
importante para o0 sucesso reprodutivo em espécies aparentadas, como P. minutus
(Lindstrém, 1992; Forsgren, 1997). De facto, em muitas espécies de teledsteos, o
tamanho corporal estd positivamente correlacionado com outras caracteristicas
importantes para as fémeas, tais como a qualidade e intensidade das exibigbes de corte
(Cole, 1982), os comportamentos associados com a proteccdo dos ovos ou O Sucesso
reprodutivo passado (Kodrick-Brown,1990). Os resultados obtidos parecem assim sugerir
gue outros sinais indicativos da condi¢cdo do macho possam ser mais informativos do que
o tamanho na avaliagéo e escolha do macho por parte da fémea (Borg et al., 2010). Tal
avaliacao pode, por exemplo, ser baseada na intensidade de corte, como foi sugerido por
Forsgren (1997b) em relacdo ao caboz de areia (P. minutus). Alternativamente, a escolha
pelas fémeas podera basear-se em multiplos sinais, dando peso a outros aspectos, como
por exemplo a carga parasitaria ndo medida no presente estudo (Jennions & Petrie,
1997). A utilizagdo de multiplos parametros € notéria nos guppies (Poecilia reticulata),
onde o tamanho da barbatana caudal, a taxa de corte, a carga parasitaria, os diferentes
padroes de coloragcdo e o tamanho corporal, estdo todos implicados na escolha de
parceiro sexual pela fémea (Endler, 1995).

Uma vez que nao se verificou preferéncia pela dimensao relativa dos machos, colocou-se
a hipétese de que a fémea podia estar a escolher com base noutras caracteristicas do
macho. Assim, correlacionou-se o tempo despendido pela fémea com cada um dos
machos (grande e pequeno), com diversos factores, como por exemplo o factor de
condicdo dos machos (factor de condicdo de Fulton K), o total de corte exibida quer por
cada um deles quer pelos dois em conjunto, o grau de gravidez da fémea, o comprimento
standard da fémea, a diferenca entre o comprimento dos machos (grandes e pequenos) e
das fémeas e o total de tempo despendido na zona de resposta (que traduz motivacao
por parte da fémea).

O tempo de permanéncia das fémeas junto a machos pequenos encontrava-se
correlacionado com o total das suas exibi¢cdes de corte. No mesmo sentido, os resultados

da ANOVA factorial (com 2 factores, tamanho do macho preferido e nivel de corte), que

36



mostraram que as fémeas passavam mais tempo com o macho preferido caso fossem
mais cortejadas, reforcam a hipotese de que o nivel de corte é o factor crucial na escolha
de parceiro sexual pelas fémeas do gobio de areia. Os nossos resultados sugerem,
assim, que o esforgo de corte pelo macho podera ser um parametro relevante na escolha
por parte da fémea, como observado com os gupies por Endler (1995), Igualmente, Cole
(1982) aponta a intensidade de corte como um factor de preferéncia por parte das fémeas
de Coryphopterus nicholsi.

Foram também encontradas correlacdes positivas e significativas entre o tempo que a
fémea passou com o macho grande e com o macho preferido (grande ou pequeno) e o
tempo total dispendido nas zonas de resposta. No entanto isto podera ser sobretudo
atribuido & motivacéo geral da fémea (e.g. para desovar) passando por isso mais tempo
na proximidade dos machos.

E provavel, & semelhanca do que acontece com outros teledsteos (Forsgren, 1997; Fisher
& Rosenthal, 2006;Jordan et al.,2006; Kolm, 2001; Ostlund-Nilsson & Holmlund, 2003)
que existam outros parametros relevantes na escolha de machos pela fémea.
Efectivamente, e apesar de poucos machos terem produzido sons, os resultados obtidos
(tabela 4) parecem apontar para a existéncia de alguma influéncia da actividade acustica
nesta escolha. Do total de machos usados para testar a preferéncia das fémeas, foi
detectada a emissdo de sons durante as experiéncias em apenas quatro, sendo que em
trés destes casos a fémea permaneceu longos periodos de tempo junto dos machos
produtores de som. Com todas as reservas que a reduzida dimensdo da amostra
aconselha, estes dados parecem apontar para um possivel papel da comunicagao
acustica na escolha do macho por parte da fémea. De acordo com Andersson (1994) e
Bradbury & Vehrencamp (1998) os sinais acusticos sdo bons exemplos de caracteres
sexuais seleccionados por fémeas de diversos taxa para identificar, localizar e escolher
potenciais parceiros.

E ainda de salientar que o tempo de permanéncia nas zonas de resposta, por si s6, pode
nao ser uma boa medida para avaliar a escolha da fémea. A fémea, ao aproximar-se de
cada um dos machos, pode carecer de informacao relevante devido a impossibilidade de
contacto fisico imposta pelo delineamento experimental escolhido. Por exemplo, a troca
de informacdo quimica pode estar consideravelmente afectada, devido a existéncia de
particdes. Isto pode ser um factor a ter em conta, visto que através da libertacdo de
produtos quimicos para a agua muitas espeécies obtém informagéo, por exemplo, acerca
da condicao a nivel imunitario ou do estado nutricional dos machos (Fisher, 2006), ou
sobre o nivel de dominancia (Barata, 2007).

Concluindo, este estudo sugere que as fémeas de P. pictus ndo escolhem o macho pelo

tamanho corporal mas poderdo basear-se noutras caracteristicas, como por exemplo a
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frequéncia de corte. Este parametro pode ser escolhido em detrimento de outros ou pode
ser escolhido conjuntamente com outros — escolha baseada em sinais multiplos. A
actividade vocal podera, tal como outros parédmetros, ser um factor a influenciar a
escolha, mas serdo necesséarios mais estudos para determinar qual o seu papel na
escolha dos machos por parte da fémea.
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Capitulo Ill. O papel da comunicacao acustica na seleccéo

sexual no gobio de areia, Pomatoschistus pictus.
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3.1.Introducéo

A comunicacdo animal utiliza sinais que exploram diversas modalidades sensoriais, e.g.
visuais, eléctricos, quimicos ou acusticos, podendo mesmo recorrer a multiplos sinais que
se reforcam (comunicag¢do multimodal) (Dugatkin, 2004), e envolver individuos da mesma
ou de espécies diferentes (Forsman & Monkkonen, 2001; Goodale et al., 2010). Entre as
varias formas de comunicacdo, o som pode ser destacado pela sua flexibilidade, uma vez
gque muita informacéo pode ser transmitida em pouco tempo através de rapidas variacbes
de frequénica, estrutura harmonica, estrutura temporal e volume (Krebs & Davies, 1996;
Slabbekoorn, 2004). Permite ainda a sinalizacdo a longas distdncias e a sua
direccionalidade pode ser modulada.

A comunicagdo acustica tem especial importancia na escolha de parceiro sexual em
diversos taxa, podendo os sinais sonoros serem emitidos por um ou ambos 0s sexos
(Gongalves-de-Freitas, 2009). Por exemplo, na altura da reproducdo das ras
Physalaemus pustulosus, os machos agregam-se a noite para vocalizarem em coros. As
fémeas visitam estes coros e escolhem um parceiro com base nas caracteristicas das
vocaliza¢Bes (Ryan, 1985). O mesmo acontece com muitas aves, onde foi proposto que o
repertério de canto é usado como um sinal na escolha de parceiro e como indicacdo da
qualidade genética do macho (Searcy, 1992).

Numerosos exemplos podem ser encontrados numa grande variedade de animais
terrestres, e.g. aves, mamiferos, anfibios e insectos (Gerhardt & Huber, 2002; Marler &
Slabbekoorn, 2004; McGregor, 2006). Contudo, 0 meio aquatico € um meio igualmente
adequado para comunicagdo acustica e, para além dos mamiferos marinhos, existe
informag&o crescente sobre espécies de outros grupos, sobretudo peixes, que utilizam
este tipo de comunicagdo. Com efeito a variedade funcional e complexidade comunicativa
nos sistemas aquaticos pode rivalizar com os bem estudados sistemas aéreos/terrestres
(Myrberg, 1997; Bass & McKibben, 2003). Por exemplo, os sons produzidos pelos peixes
podem desempenhar um importante papel durante a comunicagéo social necesséria ao
sucesso reprodutivo, tal como na expulsdo de intrusos de um territério de desova
(Myrberg, 1997) e na atracgéo e escolha de parceiro sexual (Lugli et al., 1996; Myrberg et
al., 1986).

Diversos estudos tém averiguado o papel de sons produzidos por machos de peixes na
escolha de parceiro sexual e durante a corte. Por exemplo, Amorim et al. (2003)
constataram que, na Tilapia Oreochromis mossambicus, a frequéncia dominante dos

sons de corte esta inversamente relacionada com a dimensdo do macho, e que a taxa de
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emissdo de sons esta directamente correlacionada com a frequéncia de comportamentos
de corte que precedem tipicamente o acasalamento. Outros estudos sugerem que
fémeas de pomacentrideos (S. partitus) preferem sons de corte de baixa frequéncia que
indica igualmente um macho de maior tamanho (Myrberg et al., 1986). Apesar de ainda
ndo ter sido testado, estudos de Myrberg et al. (1991) e de Knapp & Kovach (1991)
sugerem igualmente que as fémeas de S. partitus podem também seleccionar machos
com altas taxas de chirping de corte, que pode ser indicativo de uma melhor condi¢éo
corporal do macho e capacidade parental superior. McKibben & Bass (1998)
demonstraram que as fémeas do batracoidideo P. notatus preferem hums mais intensos
(sinais de acasalamento de machos). Também os sons de corte emitidos por machos do
goébio P. pictus sdo produzidos a taxas mais elevadas e em sequéncias mais longas por
machos maiores e mais activos (Amorim & Neves 2007). Estes estudos sugerem que 0s
sons de corte podem sinalizar a motivagdo do macho para acasalar e fornecer
informagé&o sobre a sua qualidade e portanto serem usados na selec¢éo de parceiros.

Os sons de corte produzidos pelos machos podem ainda ser usados por machos
conspecificos num contexto de reproducdo competitiva. Por exemplo, em algumas
espécies de aves, experiéncias de playback (Matessi et al., 2005) mostraram que a
emisséo de sons de corte por outros machos induziu um aumento no comportamento de
corte do macho testado, 0 que sugere que os machos possam extrair informagédo dos
sons emitidos por conspecificos e usa-la em seu beneficio. Diversos tipos de informacao
podem estar disponiveis para uma audiéncia e, portanto, a presenc¢a ou auséncia de uma
audiéncia constitui uma pressdo selectiva na evolugdo da sinalizagdo. Por exemplo,
eavesdropping € definido como uma forma de obter informacao através da monitorizacéo
de interacgbes entre outros individuos (McGregor & Dabelsteen, 1996). Eavesdropping
pode permitir obter informagé&o acerca da qualidade de potenciais parceiros ou oponentes
(Doutrelant & McGregor, 2000; Naguib and Todt, 1997; Oliveira et al., 1998; Otter et al.,
1999). Consequentemente, a sinalizacdo do comportamento pode mudar na presenca de
uma audiéncia. Portanto, pelo menos algumas espécies de peixes podem extrair
informacgé&o das vocalizagdes de corte de machos conspecificos, uma vez que a podem
usar num contexto de reproducdo competitiva. E 0 que pretendemos estudar ao usar
machos em experiéncias de playback.

Ambas as hipéteses da funcdo dos sons de corte em peixes na escolha de parceiro pela
fémea e na reprodugcdo competitiva entre machos necessitam de ser comprovadas
experimentalmente. No entanto, a maioria dos estudos de playback em peixes apenas
mediram respostas fonotaticas, que sdo por vezes um bom indicador de discriminacdo ou
preferéncias, mas é precisa validacdo num contexto de escolha de parceiro ou de

reprodugdo competitiva (Ryan, 1985; Holveck & Riebel, 2007). Isto deve-se,
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provavelmente, as limitagdes técnicas relacionadas com as gravacfes debaixo de 4gua e
com as emissfes dos playbacks (Ladich, 2004). Com efeito os altifalantes subaquéticos
utilizados até a data ndo conseguem reproduzir fielmente os sons de baixa frequéncia
emitidos por muitos peixes, 0 que ter4 certamente contribuido para a escassez de
estudos nesta area (Amorim, 2006).

A familia Gobiidae €é considerada um caso de estudo para a compreensdo da
comunicacao acustica em peixes (Bass & McKibben, 2003) porque inclui muitas espécies
vocais (Lugli et al.,, 1997; Myrberg & Lugli, 2006) e é um dos poucos taxa em que
experiéncias de playback com peixes foram bem-sucedidas (Tavolga, 1958; Lugli, 1997;
Lugli et al., 1996, 2004). Experiéncias de playback dos sons produzidos por machos em
época de reproducdo mostraram que estes sdo efectivos na atraccao da fémea (Tavolga,
1958; Lugli et al., 1996) e facilitam a corte (Lugli et al., 2004).

Com o intuito de averiguar se 0s sons emitidos por machos durante a época reprodutiva
influenciam a escolha de parceiro sexual por parte das fémeas, bem como se os machos
usam estas pistas sensoriais na competicdo com outros machos pela atraccdo de
fémeas, foram feitas experiéncias de playback em que foi avaliada a preferéncia de
fémeas e machos da espécie Pomatoschistus pictus por sons de corte versus um
controlo (siléncio ou ruido branco), e por sons apresentados a uma taxa elevada ou
baixa, bem como a preferéncia por sons longos ou curtos. Foram feitas experiéncias de
playback utilizando dois dispositivos para emissao de sons subaquaticos desenvolvidos
no laboratério (Fonseca & Maia Alves, 2011), que permitem a reproducéo fiel dos sinais

destes peixes.
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3.2.Métodos

3.2.1.Delineamento do estudo e arranjo experimental

O arranjo experimental e o método de captura e manutencéo dos peixes foi semelhante
ao utilizado no Trabalho |. Foram utilizados os mesmos aquarios experimentais, divididos
em trés compartimentos através de particdes de plastico acrilico transparente, e com as
zonas de resposta igualmente definidas. O peixe a estudar (fémea ou macho) foi
colocado no compartimento central juntamente com um ninho (concha de mexilh&do), para
promover a territorialidade no caso dos machos. Nos compartimentos laterais, foram
também colocados machos territoriais com ninhos artificiais. A utilizacdo de particbes
transparentes permitia a interaccdo visual entre os individuos (machos-fémea: corte;
macho-macho: agonistica).

Todos os peixes foram previamente pesados e medidos. Cada peixe a testar era
colocado no aquario experimental cerca de 24 horas antes do ensaio, de forma a permitir
a aclimatacao do animal.

Aguando dos testes, trocavam-se as particbes transparentes por particdes opacas e
removiam-se 0s peixes dos compartimentos laterais. Simultaneamente eram colocados
os dispositivos subaquaticos para reproducdo do som (Fishtalk; Fonseca & Alves, 2011)
(fig.9) em cada um dos compartimentos laterais e & mesma distancia da particdo central.
Dez minutos apo0s a remocao dos peixes laterais dava-se inicio ao ensaio de playback
gue durava 15 minutos. Este era constituido por um periodo de 5 min de siléncio (Pre),
seguido de um periodo 5 min de emissédo de sons de corte (Pbk) e finalmente por um
novo periodo de 5 min de siléncio (P6s). O objectivo era averiguar possiveis alteracdes
no padrdo de comportamento e de distribuicdo do peixe face aos diferentes estimulos

acusticos.

Fig. 9 — Vista lateral e frontal do dispositivo subaquético para reprodu¢do do som
(Fishtalk)
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Cada peixe foi testado 4 vezes (no total foram testados 7 machos e 5 fémeas) com
diferentes estimulos acusticos (tratamentos: som vs. siléncio, som vs. ruido branco, som
a taxa elevada vs. som a taxa baixa, e som de longa duracdo vs. som de curta duracao).
A atribuicdo do tipo de estimulo a cada lado do aquario foi aleatoria. Nos tratamentos em
que o som era apresentado em ambos os lados do aquario, as emiss@es dos sinais de
um e outro lado eram alternadas afim de evitar possivel mascaramento e/ou interferéncia

entre os dois sinais e facilitar a deteccdo por parte do peixe sob teste.

3.2.2.0bservagdes comportamentais

Todas as experiéncias foram acompanhadas de registos simultdneos em video e &udio,
com a camara (Sony DCR-HC39) posicionada a cerca de 50 cm do aquario experimental.
O sinal de video foi digitalizado (TerraTec Electronic G1 USB) e gravado juntamente com
um canal de audio num PC através do programa MAGIX Movies on DVD. Todos o0s
videos foram posteriormente analisados com um programa de analise comportamental -
EthoLog 2.2.5 (Ottoni, 2000), tendo sido registadas as frequéncias e duracdes dos

comportamentos abaixo referidos.

Para avaliar o efeito dos diferentes estimulos acusticos no comportamento exibido pelos
peixes foi medido ndo s6 o tempo de permanéncia em cada uma das zonas de resposta
laterais, como também quantificados os comportamentos de ocupagéo do ninho, natagédo
na coluna de agua, aproximagédo ao ninho, erec¢do de barbatanas, esfregar barriga na

areia e construgéo do ninho.

3.2.3.Estimulos acusticos

Para cada experiéncia (taxa e duragao) construiu-se seis estimulos acusticos diferentes,
a partir de sons de corte de outros seis machos da mesma espécie. Dentro de cada
estimulo o espagamento dos sons foi feito de acordo com os intervalos medidos numa
sequéncia natural de vocaliza¢des. A amplitude dos diversos estimulos foi equalizada. Os
estimulos com uma taxa de repeticdo baixa eram constituidos por dois drum por minuto,
enquanto os de taxa elevada continham oito sons do mesmo tipo por minuto. Os
estimulos para testar o papel da duragéo dos sons eram constituidos por oito sons curtos
(cerca de 215 ms) por minuto (baixa durag&o) ou oito sons longos (cerca de 595 ms) por

minuto (longa durag&o). Todos os estimulos apresentavam uma duracdo de 5 minutos e o
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espacamento entre sons foi igualmente determinado com base em sequéncias naturais.
No caso das experiéncias som vs. siléncio, usamos como som um dos sons construidos
para as experiéncias de taxa ou duragdo, emitindo de um lado um desses estimulos e
mantendo o outro em siléncio. Em relacdo a experiéncia som vs. ruido branco fizemos o
mesmo que fizemos em relacdo ao som, ou seja de um lado som e do outro ruido branco.
O estimulo de ruido branco foi construido no programa Adobe Audition 2.0, tendo sempre
em consideracao o estimulo de som com o qual iriamos emitir, ou seja, fazendo com que
as durac0fes e taxas usadas para o som, fossem as mesmas para o ruido branco.

A cadeia audio utilizada na reproducado dos sons consistiu num computador portétil ligado
a um conversor D/A (M-Audio Fast Track Ultra 8R, 48 kHz, 16 bit). Este sinal era
amplificado por um amplificador e reproduzido pelo “FishTalk”, ambos construidos no
laboratorio (Fonseca & Alves 2011). Para monitorizar os sons de estimulacao foi utilizado
um hidrofone (B&K 8104 condicionado pelo B&K Mediator 2238) colocado na particdo
central e equidistante de ambos os “FishTalk”. O sinal foi digitalizado e gravado através
do subsistema A/D do mesmo equipamento M-Audio (48kHz, 16 bit) controlado pelo

programa Adobe Audition 2.0 instalado num PC.

3.2.4.Andlise estatistica

Nesta experiéncia testou-se 12 peixes: 5 fémeas e 7 machos. Todos os testes foram
feitos utilizando o programa Statistica (v. 10). Uma vez que a maior parte dos individuos
testados permaneceu menos do que 25% do tempo nas zonas de resposta nao foi
considerado o critério usado no capitulo 2 para seleccionar para analise estatistica s6 0s
animais motivados e susceptiveis de produzir respostas com resultado bioldgico. Apesar
dos inconvenientes da néo aplicagdo do critério mencionado esta decisdo permitiu, no
entanto, o tratamento estatistico dos dados obtidos.

Para averiguar se existiram diferengas no tempo passado nas duas zonas de resposta
nos periodos de pré-estimulo, playback e pds-estimulo, os resultados foram comparados
recorrendo a analise de variancia de medidas repetidas ndo paramétrica (teste de

Friedman).
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3.3.Resultados

Em média as fémeas e 0os machos passaram mais tempo nas zonas de resposta nos
periodos Pbk e/ou P&s nas experiéncias de som vs. controlo (siléncio ou ruido branco)
em relacdo ao periodo Pré, tendo havido no entanto uma grande variabilidade entre o

comportamento dos peixes-teste (tabela 6 e 7).

Tabela 6 - Tempo médio que fémeas passaram nas 2 zonas de resposta face a diferentes tratamentos e nos

diferentes momentos da experiéncia (pré, pbk, pos).

X + DP (segundos)

Tratamentos Pré Pbk Pés

Som vs siléncio 33,10+ 46,29 | 53,07+49,10 | 3592 +54, 75
8 Som vs ruido branco 3250+ 65,83 | 50,52 +7352 | 48,81+ 74,26
£
@ Sons longos vs sons curtos 26,14 +29,20 | 29,87 +21,59 | 26,94 + 27,75

Sons a taxas altas vs sons a

o e 26,63+ 14,90 | 20,58 +24.46 | 19,70 + 20,29

Tabela 7 - Tempo médio que machos passaram nas 2 zonas de resposta face a diferentes tratamentos e nos

diferentes momentos da experiéncia (pré; pbk; pos)

X + DP (segundos)
Tratamentos Pré Pbk Pés
Som vs siléncio 46,29 +64,63 | 64,85+93,91 | 43,96+ 75,95
A Som vs ruido branco 38,00+49,60 | 39,97+50,48 | 55,38 + 69,62
=
[&]
g Sons longos vs sons curtos 31,62+54,23 | 43,62+83,09 | 60,33 83,37
Sons a taxas altas Vs SoNs a | 7 644 4819 | 2644 +33.60 | 19,42 + 25,65
taxa baixa

No entanto, ndo se observaram diferencas significativas na proporcéo de tempo passada
na zona de interesse (definida como a zona do som nas experiéncias de som vs. siléncio

ou som vs. ruido branco, e na zona do som apresentado a taxa alta ou sons longos nas
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restantes duas experiéncias) para os periodos Pré, Pbk e P0s, tanto para os machos

como para as fémeas (teste de Friedman, p>0,05, Tabela 8)

Tabela 8-Resultados teste de Friedman relativos aos playbacks com machos e fémeas. GL- graus de

liberdade; X*- qui-quadrado.

Género Tratamento N GL | X° p
Som vs siléncio 7 2 3,11 0,21
é’ Som vs ruido branco 7 2 227 032
CE% Sons longos vs sons curtos 7 2 0,62 0,74
Sons a taxa alta vs sons a taxa baixa 7 2 1,60 0,45
Som vs siléncio 5 2 0,29 0,87
§ Som vs ruido branco 5 2 0,78 0,68
;_0% Sons longos vs sons curtos 5 2 2,36 0,31
Sons a taxa alta vs sons a taxa baixa 5 2 3,26 0,20
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3.4.Discussao

Muitos peixes produzem sons em contextos reprodutivos (Ladich, 2004), e experiéncias
de playback em algumas espécies demonstraram uma funcdo atractiva dessas
vocalizagdes (Gerald, 1971; Myrberg & Spires, 1972; Lugli et al., 1996; McKibben & Bass,
1998). Com este trabalho, pretendia-se saber qual a funcdo dos sons de corte emitidos
por machos de Pomatoschistus pictus, bem como se as fémeas e os machos desta
espécie demonstravam preferéncias por estes sons emitidos a taxas e duracbes
diferentes.

Em ambos os casos (machos e fémeas) os resultados dos diferentes tratamentos foram
ndo significativos, i.e., ndo foram encontradas diferencas significativas no tempo que o0s
peixes passaram nas zonas de resposta nos diferentes momentos da experiéncia. Seria
de esperar que, se mostrassem interesse pelos sons, o tempo de permanéncia nas zonas
de resposta durante os periodos de playback e, provavelmente, nos periodos de pés
playback fosse maior. Uma possivel justificagdo para isso pode ser a falta de motivacao
suportada pelo facto de a maior parte dos individuos testados ter passado menos de 25%
do tempo nas zonas de resposta, ou seja, 0s peixes poderiam ja ndo ter qualquer tipo de
motivagdo para acasalar, e portanto, ndo reagiram a emissdo de sons de corte. De
acordo com Pitcher (1986) um peixe pode responder de forma diferente ao mesmo
estimulo em diferentes ocasides devido a mudancas motivacionais ou estruturais que
afectam a sua capacidade para agir. Efectivamente, os peixes comecaram a ser testados
no inicio do més de Maio, ou seja, no final da época reprodutiva desta espécie. Muito
provavelmente a motivacdo para acasalar nesta altura ja ndo seria a mesma do inicio da
época reprodutiva o que, seguramente, afectou os resultados. Por outro lado, a falta de
estimulos de outras modalidades, como por exemplo um estimulo visual, podem também
ter afectado a forma como os peixes se comportaram face aos sons emitidos. Estudos
realizados com espécies da mesma familia, o Bathygobius soporator mostraram que as
fémeas necessitam de um estimulo visual para responderem a um chamamento de corte;
nao respondendo ao som do playback por si s6 (Kaatz, 2011). Experiéncias feitas por
Tavolga (1958) usando a mesma espécie, B. soporator, mostraram que tanto os machos
como as fémeas aumentaram a actividade em resposta as vocalizac6es de corte de
machos. Nestes testes, a adicdo de um estimulo visual foi necesséria para evocar
respostas das fémeas. Estes dois exemplos mostram que um estimulo visual € muito
importante para obter respostas claras em gobios.

Outro factor que podera também ter tido alguma influéncia nos resultados obtidos foi a

temperatura. No inicio destes testes (Maio), comecou a verificar-se uma subida da
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temperatura do meio e, por consequéncia, também da &gua dos aquarios stock que,
mesmo com os refrigeradores ligados, ndo mantinha a temperatura nos niveis normais.
Este factor pode também ter influenciado o comportamento dos peixes. Denoél et al.
(2005) sugeriu que a temperatura tem efeitos nos padrdes comportamentais de todos os
organismos, especialmente nos ectotérmicos, que dependem totalmente da temperatura
do meio.

Concluindo, com este estudo ndo conseguimos apurar se fémeas e machos tém
preferéncias por diferentes duracbes de sons ou por sons emitidos a diferentes taxas.
Mais estudos devem ser feitos nesse sentido, de preferéncia no pico da época
reprodutiva, para que o nivel de motivacdo para acasalar seja elevado, de forma a
produzir respostas evidentes nos peixes. Adicionalmente, esses testes devem ser feitos
em conjunto com a presenga de estimulos visuais para promover respostas mais visiveis,
e os factores abibticos, como por exemplo a temperatura, devem ser rigorosamente

controlados a fim de nédo influenciar o comportamento dos animais.
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Capitulo IV. Consideracdes finais
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4.1. Consideracdes finais

Tendo em conta que as fémeas investem mais na reproducdo do que os machos, estas
devem ser selectivas a fim de obterem um parceiro sexual que maximize o seu fitness.
No primeiro capitulo ndo observamos preferéncia pela dimensédo corporal dos machos
por parte das fémeas de P. pictus. Isto sugere, que as fémeas usam outras pistas
sensoriais para a escolha de parceiros, ou entdo que escolhem os machos usando o
tamanho corporal associado a outros tracos. Os nossos resultados indicaram que as
fémeas escolhem os machos baseando-se na intensidade de corte dos machos,
independentemente do seu tamanho. Sugerem ainda, que a comunicagdo acustica tem
um papel importante nesta escolha, visto que o tempo de permanéncia junto de machos
produtores de sons foi bastante superior em relagdo aos que ndo produziram sons,
independentemente do tamanho. Mais estudos devem ser feitos no sentido de se apurar
quais séo exactamente os factores de escolha de parceiro sexual por parte das fémeas, e
de que forma esses factores interactuam. Estudos futuros deverdo ter em conta aspectos
que nédo foram considerados no nosso estudo e que podem ter alguma influéncia, como
por exemplo a comunicagdo quimica. Feromonas libertadas na &agua podem dar
indicagbes as fémeas do estado reprodutivo (Liley, 2011) ou da condicdo do macho, e
esses factores podem também ser considerados aquando da escolha.

Com este trabalho (capitulo 3) ndo foi possivel concluir se os sons que os machos
emitem durante a corte influenciam a escolha das fémeas e se os machos usam estes
sons para seu beneficio na competicdo reprodutiva, bem como se existem preferéncias
por sons emitidos a taxas e duragles diferentes. A falta de interesse por estes sinais
acusticos de corte deveu-se provavelmente a falta de motivagéo dos peixes testados, que
se encontravam no fim da época de reproducédo, bem como a auséncia de um estimulo
visual apresentado em simultdneo. A auséncia de estimulos de outras modalidades
apresentados com sinais acusticos tem sido apontada como uma causa frequente dos
insucessos de experiéncias de playback realizadas com peixes (Ladich, 2004). De facto,
P. pictus é uma espécie muito vocal mas os sinais acusticos produzidos pelos machos
séao realizados quando ha contacto visual entre os parceiros e geralmente acompanhados
com exibigcbes visuais (Amorim & Neves, 2007). Uma razdo da falta de trabalhos
publicados com peixes que utilizem experiéncias de playback € o facto de os altifalantes
subaquaticos comerciais ndo serem capazes de reproduzir os sons pulsados e de baixa
frequéncia dos peixes. Tal ndo se passou no presente trabalho uma vez que o FishTalk

reproduz fielmente os sons de peixes incluindo os de P. pictus. Trabalhos futuros devem
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ser feitos, de preferéncia no inicio da época reprodutiva, onde ambos machos e fémeas
estardo muito motivados, e usando também estimulos visuais, para que se consigam

obter respostas claras por parte dos objectos de estudo.
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