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Introducéo geral

Os cavalos-marinhos (género Hippocampus) sdo peixes 0sseos, membros da
familia Syngnathidae, juntamente com os peixes-cachimbo, cavalos-cachimbo e
dragbes-marinhos. Distribuem-se em aguas temperadas e tropicais, entre 50°N e
50°S, e ocorrem de forma esparsa no ambiente (Lourie et al., 2004; Rosa et al.,
2007), caracterizando uma distribuicdo agregada possivelmente sobre manchas de
recursos. Habitam caracteristicamente ambientes rasos e costeiros, sendo
encontrados em associacdo com bancos de algas e fanerégamas, corais, raizes de
mangue (Dias & Rosa, 2003; Lourie et al., 2004) e tém limite de distribuicio vertical
registrado de 55 m (Vari, 1982).

Uma caracteristica singular dos cavalos-marinhos é a sua morfologia
altamente diferenciada, que inclui a cabeca formando um angulo reto em relacdo ao
eixo corporal, corpo envolto por anéis 0sseos, auséncia de nadadeiras pélvica e
caudal, cauda terminal preénsil, e boca localizada na extremidade de um focinho
tubular (Lourie et al., 1999, 2004; Foster & Vincent, 2004; Nelson, 2006).

Outra peculiaridade desses peixes € a reproducdo, que inclui elaborados
rituais de corte e acasalamento, e a transferéncia dos ovocitos da fémea para uma
bolsa localizada na regido ventral do macho, onde a prole é incubada até o
nascimento (Vincent, 1994; Masonjones & Lewis, 1996; Foster & Vincent, 2004;
Mattle & Wilson, 2009). Somando-se a esses aspectos, na maioria das espécies
estudadas do género Hippocampus, foi registrada a formacéo de pares reprodutivos
estaveis (Foster & Vincent, 2004).

Adicionalmente, os cavalos-marinhos exibem uma grande variedade de
padrées de colorido, que auxiliam na camuflagem para a captura de presas
(pequenos peixes, crustaceos e outros invertebrados) e para evitar a predacao (por
siris e alguns peixes pelagicos) (Gill, 1905; Lourie et al., 1999; Foster & Vincent,
2004), como também apresentam a capacidade de mudar rapidamente de cor
gquando em interagdo com outro individuo como, por exemplo, durante o

comportamento de corte (Vincent & Sandler, 1995).
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Devido as diversas peculiaridades apresentadas por seus representantes, 0s
cavalos-marinhos e os demais representantes da familia Syngnathidae constituem
modelos Unicos para estudos de selecdo sexual. Nesta familia, verificam-se padrbes
reprodutivos singulares, como, por exemplo, o cuidado parental exercido
exclusivamente por individuos machos; além disso, em vérias espécies ocorre a
reversao de papéis sexuais (e.g. Syngnathus typhle, Berglund & Rosenqvist, 2001),
além de sistemas de acasalamento variando da monogamia a poliginandria (ver
Rosenqvist & Berglund, 2011).

O conceito de selegéo sexual foi introduzido por Darwin (1859), de forma a
explicar diferengas morfolégicas marcantes encontradas entre os diferentes sexos
de uma mesma espécie. Embora muitos avancos no entendimento das causas e
consequéncias da selecdo sexual tenham ocorrido desde entdo, ainda existem

muitos aspectos desconhecidos.

A selecdo sexual esta diretamente relacionada a diversos sistemas de
comunicacao, para que as informacdes referentes a cada sexo sejam efetivamente
transmitidas, e utilizadas para a selecdo de um parceiro adequado. Tais sistemas de
comunicacao evoluiram de modo que um individuo possa tomar decisbes baseadas
em sinais, mas que em realidade refletem a qualidade na execucdo de
comportamentos (e.g. reproducédo, cuidado parental, comportamentos agonisticos),

fisiologia e morfologia de outros individuos (Endler, 1993).

Portanto, um sistema de comunicacao, €, por assim dizer, uma combinacéo
de expressao, transmissao e recepcao de sinais em diversas modalidades (Amorim
et al.,, 2015). Mudancas nesse aspecto sensorial pode inibir a capacidade de um
animal relacionar-se com seu ambiente, afetando a comunicacdo em si, e

consequentemente, sua sobrevivéncia (Fay & Popper, 2000).

O processo de escolha de um parceiro pode envolver diversos fatores,
incluindo sinais comportamentais, visuais, quimicos e vocais (Andersson, 1994). Isto
faz com que, geralmente, os machos sejam mais coloridos, mais vistosos e
vocalizem mais do que as fémeas, bem como apresentem caracteres sexuais
secundarios (Darwin, 1871; Fisher, 1930), que sédo utilizados pelas fémeas na
escolha de parceiros. A preferéncia da fémea por uma caracteristica fenotipica
especifica pode aumentar a frequéncia desse fenotipo na populagdo (no caso do

fendtipo ter um fundo genético), podendo assim ser compreendida como um
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fenbmeno evolutivo. Muitas caracteristicas fenotipicas selecionadas pela fémea — a
exemplo da plumagem ou o canto das aves (Hill, 1991; Silva et al., 2000), estariam
relacionadas a qualidade dos machos, e assim esses sinais poderiam oferecer a

fémea informacéo acerca da qualidade dos parceiros.

Em se tratando de comunicacdo visual, além do tamanho influenciar
amplamente a competicdo entre machos e a escolha de parceiros em cavalos-
marinhos (Mattle & Wilson, 2009), sabe-se hoje, especificamente em relagdo a H.
reidi, que a ornamentacdo é uma importante caracteristica na selecéo sexual. Neste
sentido, foi demonstrado preferéncia das fémeas por machos que apresentam
maculas dorsolaterais (Furtado, 2013), que consistem em uma série de manchas,
escuras e circulares, distribuidas dorso-lateralmente ao longo do tronco e serviriam
para comunicar a disponibilidade do macho para reproduzir (Oliveira et al., 2010). No
entanto, ainda ndo ha informacfes disponiveis sobre o custo energético para o
macho de exibir as maculas, se essas maculas sédo um sinal honesto e como estas

transmitem informacgdes acerca da qualidade dos machos de H. reidi.

Outra modalidade de comunicacdo usada em um contexto de selecéo sexual
€ a acustica. Esta se destaca em diversos grupos animais, incluindo os peixes, como
forma de transmissdo de informacédo (Bradbury & Vehrencamp, 2011). Cavalos-
marinhos séo peixes reconhecidamente sonoros (e.g. Gill, 1905; Colson et al., 1998;
Anderson, 2009; Oliveira et al.,, 2014), e, ao considerarmos que a espécie
Hippocampus reidi produz sons do tipo ‘clique’ (sensu Oliveira, 2011; Furtado, 2013;
Oliveira et al., 2014) durante contextos reprodutivos, € possivel que esses sinais
estejam relacionados a selecdo sexual. Entretanto, o uso de sinais acusticos para
transmitir informaces acerca da qualidade dos machos de H. reidi segue por se

testada.

Apesar das evidéncias de que sinais quimicos Sdo comuns na comunicagao
sexual (Wyatt, 2003), quando comparados aos estudos que abordam sinais
acusticos e visuais, outros sistemas de comunicagcdo, como 0 quimico, ainda séo

pouco estudados (Coleman, 2009).

Segundo Bossert & Wilson (1963) a sintetizacdo de sinais quimicos nao é
custosa, podendo constituir uma opg¢ao para um ou outro sexo. Tal sinalizagdo pode
ser empregada por peixes para localizar presas e parceiros, evitar predadores, bem

como também para comunicar maturidade sexual de fémeas, através da liberacdo
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de ferombnios sexuais na agua; estes estimulam atividades como natacdo e

comportamentos de corte nos machos (Bisazza et al., 1989).

O papel da comunicacdo quimica na selecdo sexual dos singnatideos ainda
ndo é plenamente compreendido (Rosenqvist & Berglund, 2011). O unico trabalho
realizado com Hippocampus sobre o tema (Bahr et al., 2012) mostrou que a escolha
de parceiros pelas fémeas de H. abdominalis é influenciada pela diversidade do
Complexo de Histocompatibilidade de Classe Il de cadeia beta (MHIIb), enquanto
gue a escolha exercida pelos machos é baseada no tamanho do corpo, nesse

sistema de escolha mutua de parceiros

Destaca-se que diversos estudos tém apontado a multimodalidade como
sistema de comunicacao efetivo no contexto de escolha de parceiro. Essa tem sido
sugerida como forma de transferéncia de informacao sobre diferentes aspectos da
gualidade do parceiro (Moller & Pomiankowski, 1993; Johnstone, 1996), podendo
também operar como uma redundancia de sinal caso ruidos ambientais possam
mascarar uma das modalidades de comunicacdo utilizadas (Johnstone, 1996).
Escolhas de parceiros sao decisdes frequentemente, se ndo sempre, influenciadas
por multiplos sinais do sexo oposto (Andersson, 1994; Partan & Marler, 2005), os
guais, em geral, podem aumentar a probabilidade de deteccdo e consequentemente
expandir o nimero de parceiros em potencial (Rowe, 1999). Embora informacdes
sobre o uso de conjunto de modalidades sensoriais, além de sinais visuais sejam
escassas (Fish, 1953) recentemente, alguns trabalhos acerca da sinalizacéao
multimodal no grupo dos peixes tém sido desenvolvidos (e.g. Ratterman et al., 2009;
Amorim et al., 2010; Verzijden et al., 2010; Oliver & Lobel, 2012).

Considerando que (1) o tamanho macho geralmente esta correlacionado com
as caracteristicas espectrais do som produzido (Myrberg et al., 1993; Fletcher, 2004)
e que, em algumas espécies, 0s sons podem servir como anuncio da presenca e
localizacdo dos machos, o que permite as fémeas encontrar um parceiro em
potencial (Estramil et al., 2013); (2) vocaliza¢cbes tém o potencial de informar sobre o
sexo, 0 tamanho, a motivacdo, e outros parametros de aptiddo que pode
desempenhar um papel na sele¢édo sexual (Simdes et al. 2008); e (3) a comunicacao
quimica parece ter sua importancia na selecdo sexual de peixes (Estramil et al.,
2013), neste trabalho busca-se verificar a utilizagdo dos sistemas de comunicagao
acustica e quimica na selecdo de parceiros, tendo como foco a espécie

Hippocampus reidi.
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A escolha da espécie teve como base os seguintes aspectos: (1) a mesma
apresenta coloragéo bastante variada (Lourie et al., 2004; Oliveira et al., 2010); (2) €
considerada sexualmente dimérfica, uma vez que os machos apresentam quilha
proeminente e pigmentada, bem como méaculas dorsolaterais (Oliveira et al., 2010);
(3) recentemente, a producdo de sons nesta espécie foi descrita em diversos
contextos comportamentais (Oliveira, 2011; Furtado, 2013; Oliveira et al., 2014).

Além disso, considerando que a espécie estd ameacada de extingao (Brasil/
MMA, 2014), compreender aspectos reprodutivos pode auxiliar a tracar estratégias
para a sua conservagao, seja in situ ou ex situ. A identificagdo dos sinais de
comunicagao cruciais no contexto da selecéo sexual pode, por exemplo, auxiliar no
direcionamento de medidas mitigatérias em processos de licenciamento ambiental
gue minimizem 0s impactos sobre tais sinais em seu ambiente natural. Ja em
cativeiro, o estabelecimento de protocolos de reproducéo que levem em conta esses
sistemas de comunicacdo, pode ajudar a atender um comércio de peixes

ornamentais, reduzindo o impacto da retirada de animais das populacdes selvagens.
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Objetivos

Objetivo Geral

Esse trabalho busca um maior entendimento do uso de comunicac¢ao acustica
e quimica no reconhecimento de parceiro nos cavalos-marinhos, especificamente
em Hippocampus reidi Ginsburg, 1933, inclusive como forma de contribuir com sua

conservacao.

Objetivos Especificos

- Avaliar se as fémeas de cavalos-marinhos apresentam fonotaxia positiva para sons

produzidos pelos machos;

- Examinar se as fémeas de cavalos-marinhos possuem quimiotaxia positiva para

feromonios intraespecificos;

-Verificar se as fémeas usam sinais quimicos no reconhecimento do sexo.
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Espécie estudada

A espécie foco deste trabalho, Hippocampus reidi Ginsburg, 1933 (Figura 1),
€ uma das duas espécies nominais de cavalos-marinhos com registro de ocorréncia

para o Brasil (Lourie et al., 2004; Rosa et al., 2005).

Atualmente, 38 das 48 espécies consideradas validas de Hippocampus
(Vincent et al., 2011) encontram-se listadas na Unido Internacional para a
Conservacgao da Natureza (IUCN, 2015) como “deficiente de dados”, a exemplo de
H. reidi. Adicionalmente, todo o género Hippocampus foi listado no Apéndice Il da
Convengédo sobre o Comercio Internacional das Espécies da Flora e Fauna
Selvagens Ameacadas de Extingdo (CITES), que o demanda a demonstracdo de que
0 comércio internacional de cavalos-marinhos néo € prejudicial para as populacdes

naturais.

Figura 2: Espécime de Hippocampus reidi (macho). Foto: S.N.M.Furtado
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Sistema de manutencao dos cavalos-marinhos

Os individuos utilizados neste trabalho compdem a populacdo estoque do
Laboratorio de Peixes: Ecologia e Conservacdo (LAPEC) da Universidade Federal
da Paraiba. Os animais constituem a primeira geracéo obtida no laboratorio, a partir

de um plantel adquirido no comércio legal de peixes ornamentais.

Os aquérios de manutencdo incluiam sistema de circulagdo de agua com
filtros mecéanicos (e.g. 1a acrilica, espumas de poliuretano) e biolégicos (espuma de
poliuretano e bioceramicas) para a manutencdo da qualidade da agua.
Adicionalmente, cada sistema encontrava-se conectado a um skimmer, para a
retirada de impurezas e proteinas dissolvidas na agua, bem como um filtro UV, para

esterilizagao.

O fotoperiodo adotado foi de 10L:14E e os parametros da agua dos aquarios,
aferidos diariamente, foram mantidos como se segue: NHz= 0 ppm; NO>< 0,3 ppm;
pH = 8,0; temperatura = 24 — 26°C; e salinidade = 26 — 28.

Os exemplares de Hippocampus reidi utilizados no presente estudo foram
alimentados ad libitum duas vezes ao dia (09:00h e 16:00h), com pos-larva de
camardo (Litopaenneus vannamei). Apés a alimentacdo, o0s camarbes nhao
consumidos e as fezes dos animais eram removidos, sendo feita uma troca parcial

diaria de agua, de 10-20% do volume do aquério.

Todos o0s cavalos marinhos utilizados nos experimentos eram
reprodutivamente ativos e nao realizaram nenhuma cépula no intervalo minimo de
15 dias antes dos experimentos. Este periodo é, segundo Vincent (1990), o tempo
referente a incubacéo dos filhotes pelo macho ou ao intervalo entre a producéo de

ovécitos pela fémea.
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Resumo

A producdo de sons é utilizada por diversos grupos animais para transmitir
informagOes acerca de um emissor. Nao obstante, peixes desenvolveram a maior
diversidade de mecanismos de producdo sonora e a utilizacdo desse sinal acustico
ja foi reportada para vérias espécies dentro do contexto de escolha de parceiro. O
objetivo deste trabalho foi verificar se fémeas de cavalo-marinho Hippocampus reidi
apresentam fonotaxia positiva ao som do cligue de macho intraespecifico. Para isto,
realizamos experimentos de playback, nos quais foram fornecidos as fémeas dois
tipos de som: um controle e um estimulo. Registrou-se um total de 9000 segundos
de experimento, e para as analises, foram considerados os 7200s em que as fémeas
estiveram em atividade. As fémeas testadas ndo demonstraram fonotaxia positiva ao
clique de corte. Também néo foi observado nenhum efeito do playback na fémea
durante o tempo que ela ficou na zona do som estimulo (Kruskal-Wallis = 4.1272, p
>0.05), indicando que o sinal acustico (clique de corte) ndo foi o suficiente para obter
preferéncia da fémea. Assim, destaca-se a necessidade de examinar as outras
modalidades de comunicacéo, a fim de verificar se Hippocampus reidi utiliza-se de

um sistema de sinalizacdo multimodal de selecao sexual.

Palavras-chaves: escolha de parceiro, bioacustica, playback, cavalos-marinhos.
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Abstract

Sound production is used by several animal groups to provide information about an
individual (i.e. a sender). However, fishes developed a myriad of sound production
mechanisms, and the use of such acoustic signals has already been reported for
many species within the context of mate choice, including seahorses (genus
Hippocampus). The aim of this study is to verify weather females of the longsnout
seahorse (Hippocampus reidi) present a positive phonotaxis to the accoustical
signals of an intraspecific male. We conducted playback experiments, in which two
types of sound were provided to the females: a control and a stimulus. We recorded
a total of 9000 seconds in the experiment, and for the analysis, we considered 7200s
that females were active. The tested females did not demonstrate positive phonotaxis
to the courtship click, and no playback effect was observed in the female during the
time that it was into the stimulus zone (Kruskal-Wallis = 4.1272, p>0.05). Our results
indicate that the acoustic signal (courtship click) alone was not enough to attract the
female. We highlight the need to consider others modalities of communication in
future studies, addressing the possibility ability of H. reidi to using the multimodal

signalling system in the context of sexual selection.

Keywords: mate choice, bioacoustics, playback, seahorse.

15



Introducéo

O ambiente subaquatico € uma mistura variavel de sons, provenientes de
diversas fontes. Nessa miscelanea sonora, ha ruidos biéticos (biofonia; Farifia,
2014) produzidos por organismos como mamiferos marinhos, peixes, caranguejos,
camarfes, e ainda ruidos abidticos resultantes de processos meteorolégicos e
geologicos (geofonia; Farifia, 2014), tais quais: vento, fluxo de &agua, atividade
sismica e precipitacdo (Hildebrand, 2004; Lammers et al., 2008). Além desses, 0s
sons antropogénicos como 0s provocados por navios comerciais, sonares,
explosdes subaquaticas, operacdes de perfuracdo offshore (antropofonia; Farifia,
2014) contribuem na constituicdo do ruido ambiental (Fox et al., 2013). A forma
como o som é percebido pelo receptor depende ndo s6 das condicdes ambientais,
tais como temperatura da agua, salinidade, tipo de substrato, batimetria e
profundidade (Hildebrand, 2004), mas também da quantidade de ruido ambiental
presente (Fox et al., 2013).

A producado de sons é utilizada por diversos grupos animais para transmitir
informacdes (Bradbury & Vehrencamp, 2011). Dentre os vertebrados, destacam-se
0s peixes, sendo provavelmente o grupo mais diverso a produzir sons (Ladich, 2004)
e que desenvolveram a maior diversidade de mecanismos de producdo de som
(Ladich & Fine 2006; Bass & Ladich 2008). A maioria dos mecanismos sonoros
conhecidos neste grupo € produzida de duas formas principais: (1) estridulacao,
guando ocorre a friccdo de elementos 0sseos, tais como dentes ou espinhos das
nadadeiras; e (2) vibracdo da bexiga natatoria, quando ha uma rapida contracdo dos
musculos especializados, que contraem ou estendem a bexiga natatéria, resultando
na emissdo de som (Bass & Ladich, 2003).

A maioria dos sons produzidos pelos peixes tende a ser sinais pulsateis e
variados em termos de frequéncia e duracado (Bass & Ladich, 2008), e podem conter
informacBes biolégicas relevantes como localizagcdo (de alimento, parceiro,
predador, presa), identidade do individuo (idade, sexo, forga), status social
(dominante ou submisso), indicar fithess do parceiro (tamanho, vigor, taxa de
displays), discriminar a espécie, e ainda sincronizar a liberacdo de gametas (Lobel et
al., 2010; Simmons, 2010).

Na selecdo sexual, os sinais acusticos sdo tipicamente produzidos pelos
machos para atrair as fémeas receptivas e podem transmitir informacdes sobre as

espécies e identidade sexual, motivacdo sexual, e localizacdo (Bradbury &
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Vehrencamp, 2011). Em peixes, sons produzidos durante a corte podem ajudar a
anunciar e aumentar a desova ou até mesmo agrupar os individuos (Fish, 1953;
Myrberg & Lugli, 2006). Além desses fatores, os sinais acusticos podem ser
indicadores honestos do tamanho e condi¢do corporal do macho (Amorim et al.,
2013), como observado na familia Pomacentridae, onde as fémeas preferem sons
de frequiéncia mais baixa, que indicam um maior tamanho do macho (Myrberg et al.,
1986). Tais sinais também desempenham um importante papel no reconhecimento
especifico, como demonstrado para pomacentrideos (Myrberg et al., 1978) e para
ciclideos (Lobel, 1998; Amorim et al., 2008).

No caso dos cavalos-marinhos, a producao de som se da pela friccdo entre os
0ssos do cranio, especificamente entre o supra-occipital e a coroa (Figura 2), e
assim a producdo do som consiste em um mecanismo estridulatério (Fish &
Mowbray, 1970), resultante em um cliqgue que se assemelha a um estalar de dedos
(Colson et al., 1998). Os cliques emitidos pelos cavalos-marinhos foram descritos
em diversos contextos comportamentais, principalmente durante a alimentacéo (e.g.
Gill 1905, James & Heck, 1994, Berget & Wainright, 1997, Felicio et al., 2006,
Anderson 2009, Chakraborty et al., 2014; Oliveira et al., 2014; Lim et al., 2015), mas
também quando esses peixes sao introduzidos a um novo ambiente (Fish 1953) e
durante o comportamento de corte (Anderson, 2009; Furtado, 2013; Oliveira et al.,
2014). Além dos cliques, ha registros de sons de baixa frequéncia neste grupo
(Dufossé, 1874; Anderson, 2009; Oliveira et al., 2014), produzidos em situacdo de
estresse (i.e., quando os animais sdo manuseados), provavelmente pela contracao

de musculos esqueléticos e amplificados pela bexiga natatéria (Dufossé, 1874).

—Tam

Figura 2: Desenho esquemético do cranio do cavalo-marinho Hippocampus zosterae; destacados,
em cinza, 0s 0ssos do cranio responsaveis pela producao de cliques (SO= supraoccipital; C= coroa)
(modificado de Colson et al., 1998).
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Material e métodos

Aquario Experimental

Os experimentos foram realizados em um aquario experimental de 140.5L (80
x 32 x 55cm) demarcado com um marcador permanente em trés zonas distintas
(Figura 2): uma zona neutra central com 40cm de comprimento e duas zonas de
resposta, uma referente ao som estimulo e outra ao som controle, uma em cada
extremidade do aquéario, com 20cm de comprimento, cada. Em cada zona de
resposta foi posicionada, a 10cm do assoalho do aquario para evitar efeitos de
vibracdo, uma caixa de som subaquatica UW30 (Lubell Labs Inc.), para a

reproducao do playback.

Uma bomba de circulacdo de 400L/h foi posicionada no aquario para
assegurar a aeracao e filtragem de agua, bem como foi disponibilizada uma planta
artificial para que servir de substrato para o animal focal (sensu Altmann, 1974).
Durante a realizacdo dos experimentos, a bomba de circulacdo foi desligada e os
animais focais ndo receberam alimento, sendo este ofertado apds o término da
experimentacdo. Os parametros fisico-quimicos da agua e o regime de fotoperiodo

foram mantidos semelhantes aqueles dos aquarios de manutencéao.

Tratamento interno e externo

A problematica de gravar e reproduzir sons em ambientes fechados como um
aquario (e.g. ressonancias, reverberacdes) tornou necessaria a busca por um
tratamento que atenuasse ao maximo as distor¢cdes daquele tipo de ambiente. Com
esse proposito, foram realizados testes visando encontrar materiais que
apresentassem uma boa absorcéo, os quais foram utilizados na construcdo de um

ambiente acusticamente equilibrado.
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Figura 3: Aquario experimental, mostrando o tratamento interno e externo, bem como o set
up experimental.

A primeira etapa na constru¢do do aquario experimental proximo ao que seria
um ambiente acustico equilibrado foi projeta-lo de forma que seguisse proporcdes
gue minimizassem a sobreposi¢ao de ressonancias naturais (De Marco, 2002) e que
assim se encontrassem no interior do diagrama de Bolt (1949). Utilizou-se a razdo
aurea de 1: 1.6:1.62 resultando, portanto, nas dimensdes 32 x 55 x 80cm. Conforme
assinalado por Everest & Pohlmann (2001), as propor¢cdes corretas reduzem
drasticamente os efeitos das ressonancia naturais; assim, um ambiente que se

enquadre no diagrama de Bolt (1949) possui uma qualidade acustica superior.

As proporcbes, porém, ndo sdo o Unico fator a ser levado em conta na
construcdo de um ambiente acusticamente equilibrado (Everest & Pohimann, 2001),
e a etapa seguinte foi encontrar materiais, para além do proprio vidro, cujos perfis de
absorcao fossem distintos entre si e gerassem um equilibro espectral na absorcéo
de energia acuUstica. Para isso, verificou-se a curva de absorcdo relativa de 8
materiais, sendo eles: Espuma D23 de 20mm de espessura, E.V.A de 3mm, E.V.A.
de 10mm, plastico-bolha, neoprene de 3mm, meia-cal¢ca de seda, pedrinhas para

ornamentacgdo de aquario e bolas de gude.

Para a obtencéo das curvas relativa de absor¢cao dos materiais, gerou-se no

programa Cool Edit Pro 2.0 (Syntrilium Software Corporation) um ruido branco, que
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foi reproduzido dentro do aquario por meio de uma caixa de som subaquatica UW30
conectada a um amplificador MK1200 (Mark Audio Industria e Comércio de
Aparelhos de Som LTDA.), ligado a uma placa i02 Express 24-Bit USB Recording
Interface (Alesis) controlada por um MacBook OS X (Apple Inc). A captacédo e
gravagdo do som foi obtida por meio do uso de um hidrofone modelo SQ26-08
(frequéncia de captagdo de 0,030 a 30 kHz, sensibilidade: -193 dBV re 1V/uPa;
Cetacean Research Technology) conectado a um gravador M-Audio MicroTrack Il
solid state (taxa de amostragem de 44,1 kHz, 16 bits). Foram realizadas 48
gravacoes, sendo 6 gravacdes para cada material testado (3 com material no interior
do aquério e 3 sem material no aquario - controle). Posteiormente, no software
S TOOLS-STx 4.0.0 (Acoustics Research Institute, Austrian Academy of Sciences,
Viena, Austria), através de uma analise de cepstrum-smoothed spectra, obteve-se
os valores de bandas de oitavas de frequéncia. Posteriormente, os valores médios
de frequéncias para cada material foi subtraido dos valores médios controle, e com
isso, foi gerado um grafico de linhas no qual foi possivel avaliar as curvas relativas

de absorcao.

A partir dos resultados obtidos, optou-se por utilizar E.V.A. de 10mm de
espessura e neoprene de 2mm de espessura nhas paredes do aquario, pois
juntamente com alguma area de vidro, garantiam uma boa absorcdo ao longo de
todo o espectro de frequéncia, garantindo assim o equilibrio acustico interno do
aquario. Foram utilizadas uma folha de EVA na parede traseira do aquario e uma
camada de neoprene em cada uma das paredes laterais do aquario. Por fim, para
eliminar efeitos indesejados de paralelismo (De Marco, 2002, Everest & Pohlmann,
2001), o EVA e uma das camadas de neoprene foram dispostos em zig-zag, em um
angulo de 4°. Uma vez que a quantidade de vidro no aquario se mostrou suficiente,
optamos por utilizar uma camada irregular de bolas de gudes no assoalho com o

intuito de reduzir o paralelismo com a superficie de agua (Figura 3).

Adicionalmente, a fim de aumentar a absorcédo das frequéncias agudas nas
proximidades do aquario, foram dispostos ao redor do tanque blocos de espuma de
20cm. Como resultado final obteve-se um tratamento onde, por meio de uma
absorcao equilibrada ao longo de todo o espectro, evitou-se que o som fosse
reforcado em frequéncias especificas, passando o0 aquario a apresentar um espectro
igualmente equilibrado, sem ressonancias ou excesso de reverberacdo (Figura 4).

Por fim, o aquério encontrava-se sobre uma plataforma de isolamento de vibracoes,
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formada por uma folha de isopor de 25mm de espessura e tiras de borracha de
35mm de espessura.
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Figura 4: Espectrograma de uma modulagéo de frequéncia reproduzida durante os experimentos de tratamento do aquario. (A) Espectrograma demonstrando o som no
aquario antes de receber o tratamento. O quadrado amarelo evidencia a presenca de ressonancia entre 3 e 6kHz; (A.I) Zoom do espectrograma A, demonstrando a
ressonancia encontrada no aquério;(B) Espectrograma demonstrando o som no aquario apos receber o tratamento; (B.I) Zoom do espectrograma B elucidando a auséncia
da ressonancia na faixa entre 3 e 6kHz antes observada no espectrograma A. Frequéncia de amostragem 44.1Hz, Hanning window, FFT 1024, Window Width 100%.
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Experimentacao

Estimulo acustico (playback)

Para o experimento de playback foram utilizados dois tipos de som,
sendo um usado como som estimulo (Figura 5A) e outro como som controle
(Figura 5B). O som estimulo foi do tipo clique do cavalo-marinho, sintetizado a
partir de um ruido branco, enquanto que o som controle foi do tipo grunhido
(doinglés, grunt) do peixe Pomadasys corvinaeformis (Steindachner, 1868).
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Figura 5: Espectrogramas (I), oscilogramas (IlI) e espectros de poténcia (Ill) dos sons
estimulo (A) e controle (B)
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O estimulo foi sintetizado de modo a apresentar propriedades
espectrais e temporais similares aos cliques gravados no estudo de Furtado
(2013), que apresentou médias de frequéncia dominante de 741 + 97Hz e
duracédo de 12.6 £ 1.2ms (n =101 ). Segundo McKibben & Bass (1998), ao
isolar sinais acusticos do meio comportamental potencialmente complexo, o
playback nos permite uma comparacdo mais direta entre as propriedades
fisicas de um som e a resposta do receptor. A sintese acustica foi realizada no
programa Cool Edit Pro 2.0 a partir de um ruido branco de duracao inicial de
12.6ms. Posteriormente, o espectro de poténcia foi ajustado por meio de um
equalizador grafico, a fim de que esse som apresentasse caracteristicas
espectrais semelhantes a um clique natural. Para tanto, os valores de bandas
de frequéncia foram obtidos através de uma analise de cepstrum-smoothed
spectra no S_TOOLS-STx 4.0.0. Os resultados obtidos representavam a
energia em 32.000 bandas, de forma que para obter o timbre 1/3 de oitava
somamos 0s respectivos intervalos de bandas por meio a equacéo (Bistafa,
2011):

Lp=101log (Y}, 10(»i/10)).

Os valores de intensidade em 1/3 de oitava obtidos por meio da andlise
foi utilizado como referéncia para a equalizacdo, também em 1/3 de oitava (30
bandas), realizada com o auxilio de um equalizador grafico no software Cool
Edit Pro 2.0. Esse procedimento fez com que a distribuicdo de energia no
espectro de frequéncia (timbre) do ruido branco se assemelhasse aquele
encontrado nos clicks de H. reidi. ApGs analisar o espectro de poténcia,
utilizou-se um filtro de FFT LowPass em 4KHz de -13dB para ajustes finos, e
para reduzir a energia nas frequéncias em que ndo sdo encontradas em

ambiente natural (Oliveira et al., 2014; Figura 6).

Um grunhido apresenta uma duracdo de 50ms e frequéncia dominate
de até 2.5kHz, sendo produzido por estridulagdo numa série de 4-5/s (Fish &
Mowbray, 1970). A gravagao do grunhido de P. corvinaeformis foi obtido na

plataforma do FishBase. Segundo Hercule Florence (apud Viellard, 1993), o
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sinal sonoro produzido por um individuo é espécie-especifico, portanto espera-
se que apenas individuos de sua mesma espécie deveriam responder ao
estimulo, principalmente em um contexto tdo especifico como o de corte. P.
corvinaeformis apresenta registro de ocorréncia em localidades onde também
h& H. reidi (Oliveira & Pessanha, 2014), ndo sendo uma espécie predadora de
cavalo-marinho, de forma que sua presenca nao gera alteracdes
comportamentais nesse.

Fonotaxia
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Figura 6: Espectro de poténcia do clique sintetizado.

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal da Paraiba,
no Laboratério de Ornitologia. Foram utilizados 10 fémeas de Hippocampus
reidi como animais focais (Altmann, 194). Buscou-se verificar se o estimulo

acustico € capaz de atrair a fémea de cavalo-marinho Hippocampus reidi.

Para testar se as fémeas de cavalos-marinhos apresentam fonotaxia
positiva ao som do cligue foram realizados experimentos de playback, nos
guais eram apresentados as fémeas focais dois tipos de som (0 som estimulo
e 0 som controle). O protocolo de playback (adaptado de Amorim et al., 2013)
constava de 900s de duragéo, sendo 300s antes do playback (PRE), 300s de
playback (PBK) e 300s ap0s o playback (POS). Para assegurar que ambos os
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sons apresentavam a mesma intensidade estes foram normalizados a 0dB.
Foi reproduzida uma sequencia de 6 sons/min , sendo um som a cada 10s, de
forma que intercalou-se um clique (estimulo), depois um grunhido de P.
corvinaeformis (controle). No inicio de cada experimento, o lado de
reproducdo do som estimulo e do som controle foi escolhido de forma
alternada, para excluir possiveis tendéncias. Durante os periodos PREs e
POSs nao foi reproduzido nenhum som, apenas observada a atividade das

fémeas focais.

As caixas de som subaquéticas encontravam-se conectadas a um
amplificador MK1200, ligado a uma placa iO2 Express 24-Bit USB Recording
Interface (Alesis) controlada por um MacBook OS X, onde as pistas de
playback estavam montadas para execu¢ao no programa Cool Edit Pro 2.0.
Para posterior revisdo e analise, todos os experimentos foram filmados,
utilizando-se uma camera Canon Powershot SX170, posicionada a 1m de
distancia do aquario experimental, por trds de uma cortina azul-marinho

opaca.

Analises de dados

O tempo que os individuo focais despenderam em cada zona (neutra,
estimulo ou controle) foi considerado como tempo de associacdo. Por meio da
analise dos videos foi mensurada a proporcdo de tempo que a fémea
despendeu em cada zona. Para comparar o tempo relativo despendido na
zona de resposta do estimulo nos trés periodos (PRE, PBK, POS) e verificar
se a presenca do som alterou o tempo de associacdo a zona testada, foi
usado um Kruskall-Wallis. As fémeas que permaneceram em uma Unica zona
ou estiveram em repouso durante todo o experimento ndo foram consideradas
nas analises. Nenhum individuo foi testado mais de uma vez. As analises

foram realizadas no software R 3.2.0.
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Resultados

Registrou-se um total de 9000 segundos de experimento, onde 7200s

foram considerados nas analises; os demais 1800s foram excluidos uma vez

gue, nestes, as fémeas focais ndo sairam do repouso. Os comportamentos

observados (ver Furtado, 2013) durante os experimentos foram: natacao,

ascender, clique e repouso. Foi registrada a producdo sonora por um Unico
individuo durante os periodos PBK (N=1) e POS (N=3).
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Figura 7: Boxplot demonstrando o tempo relativo de associagdo da fémea de Hippocampus reidi a
cada uma das zonas de resposta durante 0 experimento de playback. SOM = zona de resposta do
cligue de corte sintetizado de cavalo-marinho Hippocampus reidi; NEUTRA = zona de resposta
neutra; CONTROLE = zona de resposta ao grunhido (do inglés, grunt) de Pomadasys

corvinaeformis.
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As fémeas testadas ndo demonstraram fonotaxia positiva ao clique de
corte, uma vez que despenderam maior tempo associada a zona neutra do
gue as zonas de respostas, tanto do som estimulo quanto do controle (Figura
7).

Com relacdo ao tempo relativo em que a fémea permaneceu na zona
de resposta do som estimulo nos periodos PRE, PBK e POS do experimento
(Figura 8), também nao foram verificadas diferencas entre PRE, PBK e POS
apos a execucao do playback (Kruskal-Wallis = 4.1272, p >0.05).

0.25
!

TEMPO DE ASSOCIAGAO
0.20
|
o

0.10

0.05
L

0.00
|

PRE PBK POS

Figura 8: Tempo relativo de associacdo da fémea de Hippocampus reidi & zona de
resposta do som do cligue de cavalo-marinho. PRE = periodo de 300 segundos antes da
execuc¢do do playback; PBK = periodo de 300s durante a execucdo do playback; POS =
periodo de 300s apds a execucgédo do playback.
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Discussao

No ambiente estuarino ocupado por Hippocampus reidi, outros
organismos (e.g. caranguejos, camardes) também produzem som pulsado e
com banda larga de frequéncia (Clayton, 2001; Bradley et al.,, 2013)
semelhantes ao cliques produzidos pelo cavalo-marinho. Esses sons ocupam
0 mesmo intervalo espectral de vocalizacbes de corte da maioria dos peixes
(Ladich & Myrberg, 2006), de forma que existe uma competicdo de nicho
acustico entre esses organismos. Alguns grupos animais Sd0 responsaveis
por elevarem o nivel do ruido sonoro (Fish & Mowbray, 1970), como € o caso
de camardes estaladores (do inglés, snapping shrimps) que produzem sons
tdo intensos que sdo suficientes para perturbar a comunicacdo subaquatica
(Lohse et al., 2001). Outro fator importante a se considerar é que, além dessa
competicdo acustica, caranguejos e cavalos-marinhos dividem o mesmo
microhabitat nos estuarios com interacdes agonisticas (Rosa et al., 2005).
Diante disso, € possivel que a comunicacdo acustica ndo seja o sinal de

comunicacao mais eficiente na atracéo de parceiros.

A maioria dos sinais acusticos produzidos pelos peixes apresenta baixa
amplitude e é predominantemente produzida a curtas distancias durante
contextos de corte e interacdes agonisticas (Myrberg & Lugli, 2006; van der
Sluijs et al., 2011). Em muitas espécies, 0os sons podem servir como forma de
anunciar a presenca e localizacdo dos potenciais parceiros. Porém, muitas
vezes, 0S sons sO sdo bem sucedidos quando ja houve a localizacdo do
individuo do sexo oposto, e 0s potenciais parceiros encontram-se em estreita

proximidade um do outro (Estramil et al.,2013).

Neste trabalho, observou-se que o som de corte, quando emitido
isoladamente, parece nao ser suficiente para atrair a fémea. Este resultado
corrobora o encontrado por Tavolga (1958) para uma espécie de gobideo, no
qual a preferencia do parceiro pareceu nao ser afetada pelo playback de um
som de corte. Ainda, outros estudos apontam para a resposta das fémeas ao

playback co-especifico quando estas foram pré-expostas a estimulos de
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outras modalidades sensoriais, como o visual ou quimico (Tavolga, 1958; Lugli
et al., 2004; Estramil et al., 2013). Amorim e colaboradores (2013) sugerem
que a sinalizacdo acustica, quando apresentada em um contexto bimodal
torna-se uma caracteristica importante a ponto de substituir informacéo visual.
Possivelmente, o Unico estudo que verificou fonotaxia positiva foi o realizado
por McKibben & Bass (1998), que observaram uma atracdo da fémea de
Porichthys notatus pelo playback do som do macho da mesma espécie, sem

um estimulo visual adicional.

Por outro lado, estudos em que a producéo de sons durante 0 processo
de corte da espécie (Furtado, 2013; Oliveira et al., 2014), com um aumento da
sua producao nos ultimos dias (Oliveira et al., 2014), demonstram que esse
tipo de sinalizacdo estaria ocupando um papel relevante neste contexto. Mas,
se o som de corte ndo é suficiente para a atracdo de parceiros, como 0s
cavalos-marinhos evoluiram um sistema de corte tdo complexo e com a
utilizacdo de sons? A resposta pode estar no fato de que os estudos citados
acima verificaram a sinalizacdo acustica de forma conjunta a outros tipos de
sinalizacdo, o que enfatiza a possibilidade dela ser um elemento integrador de

um sistema mais complexo de multimodalidade.

Quando estabelecida a proximidade entre os individuos, os sons de
corte transmitem a motivacao e auxiliam na sincronizacdo da copula (Bradbury
& Vehrencamp, 2011). Ademais, ha um reconhecido efeito da comunicacéo
acustica no aumento da atividade de corte em algumas espécies de peixes
(Amorim et al., 2013). Desta forma, uma vez que 0s potenciais parceiros
estejam proximos, entdo os machos realizariam uma série de comportamentos
gue podem incluir displays visuais e vocalizacdes, eventualmente culminando

com o acasalamento (Amorim et al., 2015).

O aumento na taxa de repeticdo dos sons ao decorrer dos dias no
processo de corte pode estar associado ao fato de que esse aumento estaria
diretamente relacionado as maiores chances do parceiro receber aquele sinal
(Bradbury & Vehrencamp, 2011). Oliveira e colaboradores (2014) observaram
que h& um pico na producéo de cliques no ultimo dia da corte (3° dia), e

também, quando o macho e a fémea encontram-se numa distancia inferior a
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15 cm, o que estaria indicando a prontiddo para acasalar. Anderson (2009)
concluiu que em Hippocampus erectus a sinalizacdo acustica pode ajudar a

manter a ligagéo dos pares e identificar parceiros sexualmente maduros.

De uma forma geral, os aspectos abordados enfatizam a funcionalidade
da comunicacdo acustica quando usada em curtas distancias na escolha de
parceiro. Porém, sons de peixes sao geralmente acompanhadas por sinais de
outras modalidades sensoriais (Amorim et al., 2013), o que torna dificil
estabelecer o papel de sinais acusticos. Os resultados obtidos neste estudo,
guando somados aos de Oliveira (2011) e Oliveira e colaboradores (2014),
sugerem que, no contexto da selecdo sexual de Hippocampus reidi, a
comunicacao acustica € parte integradora de um sistema multimodal. Nessa
direcdo, estudos que levem em conta a sinergia de diferentes formas de
sinalizacdo serdo de grande valia para ampliar a compreensao do complexo

sistema de acasalamento e corte dentro do género Hippocampus.
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CAPITULO 2 : Comunicacdo Quimica
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Resumo

A sinalizagdo quimica é amplamente utilizada entre os organismos, sendo
considerada a modalidade mais antiga de comunicagéo. Sinais quimicos (i.e.
feroménios) sdo utilizados em varios contextos (e.g. atracdo de potenciais
parceiros, demarcacdo de territérios, alarme, reconhecimento de grupo e/ou
intraespecifico), podendo ser considerados como sinais que fornecem
informacgdes confiaveis sobre o emissor, refletindo com precisdo a capacidade
ou recursos deste. Considerando o ambiente aquatico, essa modalidade de
sinalizacédo se torna facilitada diante da solubilidade da agua. Neste estudo,
buscou-se verificar, em fémeas do cavalo-marinho Hippocampus reidi
Ginsburg, 1933, a capacidade de: (1) reconhecimento intraespecifico
(quimiotaxia positiva); (2) reconhecimento de potenciais parceiros quando
expostas apenas a sinais quimicos no contexto de escolha de parceiro. Foram
realizados experimento de gotejamento, constando de trés baterias, com 10
repeticdes e duracdo de 900 segundos cada, onde as fémeas focais foram
expostas a feromobnios. Cada bateria realizada continha um tratamento
diferente, sendo eles: macho vs controle; fémea vs controle; e, macho vs
femea. Foram registrados um total de 18000s de experimento, onde 14400s
foram considerados nas analises. No tratamento macho vs controle, as
fémeas permaneceram 55% do tempo associadas a zona do feroménio do
macho e 45% na metade controle, demonstrando assim quimiotaxia positiva
para o feroménio do macho (X? = 79.38, df = 1, p < 0.01), enquanto que no
tratamento fémea vs controle, as fémeas despenderam 58% do tempo
associadas a zona com o estimulo de feromdnio, enquanto que 42% na zona
controle, também evidenciando uma quimiotaxia positiva (X? = 79.38, df = 1, p
< 0.01). Quando submetidas ao tratamento macho vs fémea, estas
despenderam 62% do tempo, de um total de 9000s, associadas a zona
referente ao feroménio do macho, enquanto que 38% associadas a metade
oposta onde era fornecido o feromdénio da fémea, evidenciando uma
preferéncia pelo feromdénio do macho (X?= 192.08, df = 1, p < 0.01). Os
resultados mostraram que as fémeas de H. reidi usam feromdnios para
localizar individuos da mesma espécie, bem como para discriminar entre 0s
sexos e escolher potenciais parceiros, de forma que esses sinais quimicos
apresentam uma funcionalidade geral dentro do contexto de escolha de
parceiro na espécie.

Palavras-chaves: selecdo sexual, comunicacdo quimica, feroménio,
Syngnathidae.
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Abstract

Chemical signaling is widely used among organisms, and it is considered the
oldest type of communication. Chemical signals (i.e. pheromones) are used in
several contexts (e.g. attraction of potencial mate, demarcation of territories,
alarm, group recognition and/or intraspecific recognition), which can be
regarded as honest signals that provide reliable information about the sender,
reflecting with accuracy its capacity or resources. Water solubility renders that
signaling mode easier. The aim of this study was to assess, in females of the
longsnout seahorse Hippocampus reidi Ginsburg, 1933, the ability to: (1)
intraspecific recognition (positive chemiotaxis); (2) sex recognition, when
exposed only to chemical cues in a mate choice context. Delivery stimulus
experiments were performed, consisting of three different trials, each one with
10 repetitions and duration of 900 seconds, in which focal females were
exposed to pheromones. Each trial performed contained a different treatment,
as follows: male vs. control; female vs. control; and, male vs. female. A total of
18000s of experiment were recorded, of which 14400s were considered in the
analysis. In the male vs. control treatment, the females remained 55% of the
time associated with male pheromone zone and 45% in the control zone,
demonstrating positive chemotaxis for the male pheromone (X? = 79.38, df = 1,
p < 0.01), while in the female vs. control treatment, females spent 58% of the
time associated with the pheromone zone, and 42% with the control zone, also
demonstrating a positive chemotaxis (X*> = 79.38, df = 1, p < 0.01). When
exposed to the male vs. female treatment, females spent 62% of the time, in a
total of 9000s, associated to the zone related to male pheromone, while 38%
were associated with the opposite zone, where female pheromone was
provided, showing a preference for male pheromone (X?= 192.08, df = 1, p <
0.01). Our results showed that females of H. reidi use pheromones in
intraspecific recognition, as well as to discriminate sex and to choose potential
mate, reinforcing that these chemical cues contains a general functionality in
the context of mate choice for the species.

Keywords: sexual selection, chemical communication, pheromone,
Syngnathidae.
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Introducéo

A sinalizagdo quimica € amplamente utilizada entre os organismos.
Considerada a modalidade mais antiga de comunicacdo, € utilizada em um
amplo senso nos mais diversos niveis biolégicos (Bradbury & Vehremcamp,
2011). Sinais quimicos intraespecificos (i.e. feroménios; Wyatt, 2003) séo
utilizados em varios contextos, como por exemplo na atracdo de potenciais
parceiros, demarcacdo de territorios, alarme, reconhecimento de grupo e/ou
intraespecifico. Estes podem ser considerados como sinais honestos que
fornecem informacgdes confiaveis sobre o emissor, refletindo com precisao a
capacidade ou recursos deste (Guilford & Dawkins, 1995). Existe uma enorme
diversidade de mecanismos que fazem a mediacdo da comunicacdo quimica,
e esses sao, muitas vezes, dimorficos sexualmente, para o emissor e 0

receptor.

Segundo Bradbury & Vehremcamp (2011), ha quatro principais fontes
de feromoénios: (1) glandulas secretoras (endocrinas e/ou exdécrinas) que
manufaturam produtos especificos a sofrerem secrecdo extracorpoérea; (2)
produtos lancados como excrementos metabalicos; (3) produtos derivados de
plantas; (4) produtos de degradacdo de microrganismos. Esses sinais
guimicos séo transmitidos por fluxo de corrente, difusédo, ou ainda, por contato

direto entre 0 emissor e o receptor.

Nas Ultimas décadas, o0s sinais quimicos tém atraido atencéo
consideravel no estudo de reconhecimento de espécies, reconhecimento e
avaliacdo de potenciais parceiros (McLennan, 2003; Plenderleith et al., 2005;.
Wong et al., 2005). Sinais quimicos sdo importantes na escolha do parceiro
em algumas espécies de insetos, peixes e mamiferos (Sato et al., 2014). De
fato, a comunicacdo quimica entre 0s sexos ocorre em muitas espécies, e
bactérias, protistas, fungos, plantas e animais, vertebrados ou invertebrados,

usam sinais quimicos para atrair e selecionar parceiros (Penn & Potts, 1998).

Em se tratando de organismos aquaticos, uma modalidade bastante
I6gica é a sinalizagdo quimica, uma vez que a adgua € um excelente solvente;

espécies evoluiram para detectar e responder a sinais quimicos liberados por
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membros da mesma espécie (Sorensen & Stacey, 2004). Conforme esperado,
sinais quimicos desempenham um grande papel na comunicacéo de peixes,
facilitada pela solubilidade e difusédo passiva de compostos quimicos na agua
(Sorensen & Stacey, 2004). Sabe-se que os peixes se utilizam de sinalizagcéo
quimica como barreira pré-zigotica e reconhecimento especifico durante o
acasalamento (Smadja & Butlin, 2009), para a escolha de parceiro
intraespecifico (Wong et al., 2005), avaliar a compatibilidade genética de
potenciais parceiros (Bahr et al., 2012) e outros indicadores de qualidade do
parceiro (Penn & Potts, 1998; Fisher et al., 2006). Os sinais quimicos s&o
também usados para sincronizar o comportamento reprodutivo (Sorensen &
Stacey, 2004), podendo também  fornecer indicadores particularmente
eficazes do estado de saude e infec¢cdo de um individuo (Penn & Potts, 1998),
0 que estaria intimamente ligado a sua aptiddo. Adicionalmente, sabe-se que
os ferombnios masculinos podem ter efeitos notaveis sobre a fisiologia e
comportamento reprodutivo de uma fémea (e.g. aceleracdo da puberdade,
estimulacdo da ovulacéo; Penn & Potts, 1998), porém, estudiosos da biologia
sensorial muitas vezes pressupdem que esses sinais funcionam apenas para
0 reconhecimento de espécies ou para coordenar 0 acasalamento entre o0s

SEXO0s.

Com relacdo aos membros da familia Sygnathidae (na qual os cavalos-
marinhos se posicionam, como género Hippocampus), pouco se sabe a
respeito da funcionalidade da comunicagao quimica no contexto da escolha de
parceiro, com poucos trabalhos desenvolvidos, sendo a maior parte deles
focados nos peixes-cachimbo Syngathus typhle (Sundin et al., 2010; Lindgvist
et al., 2011) e Sygnathus scovelli (Ratterman et al., 2009) e apenas um anico
trabalho com a espécie de cavalo-marinho Hippocampus abdominalis (Bahr et
al., 2012).

No presente trabalho buscou-se avaliar a presenca de comunicacao
guimica unimodal no cavalo-marinho Hippocampus reidi; investigou-se a
capacidade da fémea de: (1) reconhecer co-especificos (quimiotaxia positiva);
(2) distinguir entre os sexos, apresentando preferéncia pelo feroménio do

macho, utilizando-se unicamente de sinalizagdo quimica.
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Material e Métodos

As coletas de dados ex-situ foram realizadas na Universidade Federal
da Paraiba, no Laboratério de Peixes: Ecologia e Conservacdo do
Departamento de Sisteméatica e Ecologia. Para o0s experimentos de
sinalizacdo quimica foram usados dois tipos de aquarios: um de 140.5L (80 x
32 x 55 cm) compartimentalizado em seis espagcos para alocar 0os animais
para a producéo de estimulo quimico; e outro aquéario de 63L (60 x 30 x 35
cm) para a realizacdo do experimento, seguindo o protocolo adaptado de
Ratterman e colaboradores (2009).

Aquario estimulo

O aquario estimulo apresentava seis compartimentos separados por
cinco divisorias de acrilico (trés transparentes e duas opacas) que evitaram o
contato fisico e quimico dos individuos, porém permitiam o contato visual
entre cada casal de fémea e macho (Figura 9). Em cada compartimento foi
colocada uma planta artificial para servir de substrato para os animais. Uma
mangueira para aeracdo também foi posicionada em cada compartimento.
Para evitar contaminacgdes, a superficie do aquario foi isolada do meio externo

por meio de um plastico filme de PVC.
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Figura 9: Aquario estimulo (80x32x55cm) contendo seis compartimentos separados por
divisorias (trés transparentes e duas opacas). Em cada compartimento foi alocado um
animal estimulo. Foto: S.N.M.Furtado

Para cada producéo de estimulo quimico, foram usados seis individuos
estimulo, sendo trés fémeas e trés machos selecionados aleatoriamente dos
tanques de manutencdo. Os individuos estimulo foram transferidos para o
aquario estimulo e alocados em compartimentos diferentes no inicio do
fotoperiodo escuro (as 18:00h) do dia anterior a realizacdo do teste. Uma
pelicula plastica aderente azul marinho foi fixada nas paredes externas do
aquario estimulo para reduzir o estresse dos animais. Em cada compartimento
foi colocada uma mangueira que garantia a aera¢cdo, bem como uma planta
artificial para servir de substrato para os animais. A fim de evitar
contaminacgdes, a superficie da agua foi isolada do meio externo por meio de

um plastico filme de PVC.

No inicio do fotoperiodo luz (as 08:00h), os pares estimulo foram
deixados em contato visual durante todo o periodo da manha. As 12:00h, 3L

45



de agua foram retirados de cada compartimento de producdo de estimulo e
colocados em um aquério de 10L (aquério fornecimento; 30 x 16 x 21 cm).
Para controlar efeitos individuais, utilizou-se agua com estimulo quimico de
trés individuos diferentes para cada teste executado; sendo assim foram
coletados 9L de estimulo para cada sexo (9L F; 9L M). Como controle, foi
usada agua do sistema de manutencdo com a mesma temperatura e

salinidade da dgua dos aquarios estimulos.

A ‘agua estimulo’ foi fornecida ao aquario experimental via tubos
intravenosos esterilizados. ApGs a agua ser ligeiramente sugada com o uso de

pipeta do tipo Pasteur, o fluxo da dgua foi gerado por gravidade.

Para inferir o tempo de diluicdo do estimulo quimico foi realizado um
teste (Figura 10) com corante de bolo (Comércio e Representacbes Cecoti
LTDA, Claudio — MG, Brasil). O corante foi fornecido a uma taxa de 0,125
ml/s. O fluxo de fornecimento foi regulado através de pincas de soro. O
corante alcancou a linha central do aquario aos 480 segundos com a maior
concentracdo de corante proximo ao fornecimento. Portanto, foi estipulado
gue o animal focal teria até 900s para atravessar essa linha central.

Figura 10: Teste de diluicdo com corante para fixar a taxa de fornecimento do estimulo
quimico
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Aquario experimental

O aquério experimental teve sua area dividida ao meio por meio de um
marcador a prova d’agua (Figura 11). Na extremidade de cada metade, um
tubo esterilizado foi fixado para gotejar estimulos diferentes. O lado de cada
fornecimento dos estimulos foram alternados de um teste para outro, a fim de
excluir possiveis tendéncias. As extremidades dos tubos intravenosos
esterilizados foram fixados a 3 cm do fundo dos aquarios fornecimento e 3 cm

acima da superficie da 4gua no aquario experimental.

— Aqudrio fornecimento

Tubo fornecedor — 1

—— | Pincas reguladoras

Extremidade \

forncedora de
estimulo

N

Figure 11: Esquema demonstrando o set up experimental de sinalizacdo quimica,
adaptado de Ratterman et al., 2009. Os estimulos foram produzidos em aquarios
separados e depois depositados nos aquarios fornecimento. Tubos intravenosos,
com as extremidades posicionadas a 3 cm do fundo do aquario fornecimento e a 3
cm acima da superficie da 4gua no aquério experimental, forneceram os estimulos
para o individuo focal.
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Experimentagao

Quimiotaxia

Para este experimento as fémeas foram testadas para responderem
aos seguintes contrastes: (1) fémea (tratamento) vs controle (FxC); (2) macho
(tratamento) vs controle (MxC). A fémea focal foi transferida para o aquério
experimental uma hora antes do inicio de cada teste para aclimatar-se ao

aquario.

Os testes tiveram inicio ap0s o posicionamento do aquario experimental
embaixo do aparato de fornecimento do estimulo quimico. O estimulo controle
consistiu em agua padrdo, com a mesma origem daquela utilizada para o
aquario estimulo (ver acima). O estimulo tratamento consistiu na agua com a
mesma origem e propriedades fisico-quimicas, mas com tracos de feromoénio
(masculino ou feminino, a depender do experimento). As pincas reguladoras
de fluxo foram liberadas no inicio de cada teste, de forma simultanea. A
posicéao inicial do peixe focal foi anotada e este teve um tempo (baseado no
pré-teste de diluicdo, ver sessdo Aquario Estimulo) para entrar no lado oposto
do aquario. Para posterior revisdo e analise, todos os experimentos foram
filmados, utilizando-se uma camera de video Sony HDR-XR160, posicionada a
1m de distancia do aquario experimental, por tras de uma cortina azul-

marinho, opaca.

Reconhecimento do sexo

Este experimento seguiu o0 mesmo protocolo descrito anteriormente,
porém desta vez as fémeas foram testadas para responderem a um dos
tratamentos macho vs fémea. Nesse desenho amostral ndo houve estimulo
controle, somente estimulos tratamento com tracos de feroménio masculino

de um lado do aquério, e feminino do lado oposto.
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Andlises de dados

Quimiotaxia

O tempo despendido em cada metade do tanque (tratamento e
controle) foi registrado como tempo de associacdo. Nenhum individuo foi
testado duas vezes ou usado como animal focal e gerador de estimulo. Os
individuos que ndo cruzaram a linha central pelo menos uma vez ou
permaneceram em repouso, foram excluidos das andlises. Foram realizados
20 testes, sendo 10 para cada um dos experimentos, com 900s de duracéo
cada teste.

Foi mensurada a proporcao de tempo que a fémea despendeu em cada
metade. Para comparar se esses tempos relativos despendidos distinguiam-se
entre si, foi usado um teste de Chi-Quadrado. As analises foram realizadas no
software R 3.2.0.

Reconhecimento do sexo
As analises realizadas nessa sessdo foram semelhantes aquelas

usadas nos testes de quimiotaxia. Para reconhecimento do sexo, foram

realizados 10 testes com 900s de duracao cada teste.
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Resultados
Quimiotaxia

Foi registrado um total de 18000s de experimento, onde 14400s foram
considerados nas analises, enquanto que os demais 3600s foram excluidos
pela auséncia de atividade (ver material e métodos). Os comportamentos

observados durante os experimentos foram: natacdo, ascender e repouso.

No tratamento macho vs controle, as fémeas permaneceram 55% do
tempo associadas a metade do ferombnio do macho e 45% na metade do
estimulo controle (Figura 12), demonstrando assim quimiotaxia positiva para o
feroménio do macho (X? = 79.38, df = 1, p < 0.01). Considerando o tratamento
fémea vs controle, as fémeas despenderam 58% do tempo associadas a
metade com o estimulo de feroménio, enquanto que 42% na metade controle
(Figura 13). Este resultado também evidencia uma quimiotaxia positiva para o
feroménio da fémea (X? = 79.38, df = 1, p < 0.01). Nossos resultados apontam
para a capacidade das fémeas reconhecerem co-especificos através de
sinalizacdo quimica, ou seja, elas apresentaram quimiotaxia positiva para o

feromdnio intraespecifico.
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Figura 12: Boxplot demonstrando o tempo relativo de associacao das
fémeas quando submetidas ao tratamento macho vs controle.
F.MACHO= feroménio do macho.
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Figura 13: Boxplot demonstrando o tempo relativo de associacdo das
fémeas quando submetidas ao tratamento fémea vs controle.
F.FEMEA= feromonio da fémea.



Reconhecimento do sexo

Foram analisados 9000s de experimentos; nestes, em 62% do tempo

as fémeas focais permaneceram associadas a metade referente ao feromonio

do macho, enquanto que 38% ficaram associadas a metade oposta onde era

fornecido o feroménio da fémea (Figura 14). Os comportamentos observados

durante os experimentos foram: natacdo, ascender e repouso, e as fémeas

apresentaram uma preferéncia pelo feroménio do macho (X?= 192.08, df = 1,

p < 0.01), demonstrando que elas distinguem o sexo através da sinalizacédo

quimica.
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Figura 14: Boxplot demonstrando o tempo relativo de associacdo das fémeas
quando submetidas ao tratamento macho vs fémea. F.MACHO= feromdnio do

macho; F.FEMEA = feromonio da fémea.
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Discussao

Os resultados encontrados neste estudo mostraram que as fémeas de
Hippocampus reidi apresentam quimiotaxia positiva, sendo capazes de se
dirigir para as fontes dos sinais quimicos, corroborando outros trabalhos que
elucidam o uso de ferombnios para reconhecimento especifico (Capron de
Caprona & Ryan, 1990; Stacey & Sorensen, 2002; McLennan, 2003; Sorensen
& Stacey, 2004; Wong et al., 2005).

Sinais quimicos tém sido tradicionalmente classificados como sinais de
longa distancia em 4gua em movimento (Dusenbery, 1992), e diante de um
ambiente onde a visibilidade pode estar comprometida, o uso de sinais
guimicos pode aumentar (Heuschele & Candolin,2007); a partir de uma certa
distancia, sinais quimicos podem alertar ao receptor a presenca do emissor
antes que este possa ser localizado visualmente (McLennan, 2003). Em um
ambiente aquatico que sofre influéncias da corrente, o aumento moderado do
fluxo de agua pode ajudar a dispersar sinais quimicos ao longo de um escala
espacial maior, aumentando o leque de atracdo (van der Sluijs et al., 2011).
Esse parece ser o caso do habitat de Hippocampus reidi, que mesmo
podendo ser encontrado em recifes, € muito comum em estuarios e mangues
(Rosa et al.,, 2007), onde a visibilidade é extremamente comprometida e o
fluxo de agua é constante. Assim, a comunicacdo quimica pode ser de
extrema importancia para o encontro de individuos em longa distancia, uma
vez que o canal de comunicacdo visual pode estar comprometido pela
turbidez da agua, enquanto os acusticos nao parecem ter grande efetividade,

ao menos em longas distancias (ver capitulo 1).

Além de reconhecimento especifico, outra funcionalidade do feromonio
€ a avaliacdo de potenciais parceiros. Observou-se, neste trabalho, que as
fémeas de H. reidi demonstraram uma capacidade de distinguir entre 0s sexos
guando expostas a sinais quimicos masculinos e femininos, apresentando um
preferéncia pelo feroménio do macho. Esse resultado também foi observado
para outros membro da familia Syngnathidae por Ratterman e colaboradores
(2009) que sugerem gque machos de peixe-cachimbo Syngnathus scovelli

podem usar sinais quimicos para distinguir os sexos. Essa caracteristica pode
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evitar um gasto de energia desnecessario durante a procura por parceiros

sexuais.

O papel dos sinais quimicos no reconhecimento de parceiro ndo é
surpreendente (McLennan, 2003). Essa detectabilidade e atracao de parceiros
em potencial, através de sinais quimicos, ja foi observada em outras espécies
de peixes (revisdo Stacey & Sorensen, 2002). As fémeas dirigem sua atencgéo
aos ferombnios masculinos, que transmitem uma quantidade surpreendente
de informacdo (Penn & Potts, 1998). McLennan (2003) observou que, em
Culaea e Gasterosteus, esse tipo de sinalizacdo € provavelmente usado para
a atracdo de parceiro a longa distancia. Miranda e colaboradores (2005)
verificaram que fémeas de tilapia Oreochromis mossambicus secretam,
através da urina e fezes, feromoénios que séo utilizados pelos machos para
localiza-las, bem como influenciam diretamente na sua resposta
comportamental. Nossos dados indicam que Hippocampus reidi ndo foge a
esse padrdao, uma vez que as fémeas conseguem localizar feroménios de co-

especificos, bem como distinguir o sexo.

Pesquisas desde a década de 1980 revelam que a sincronia
reprodutiva entre um namero muito grande de peixes € normalmente mediada
por feromdnios (Stacey & Sorensen, 2002). Fisher e colaboradores (2006)
observaram que fémeas de Xiphophorus birchmanni preferiram macho
intraespecifico ao invés interespecifico em agua limpa, mas perderam essa
preferéncia quando testada usando agua do rio, demonstrando a importancia
da comunicacéo quimica na escolha de parceiros e também a possibilidade do
sinal ser mascarado quando em ambiente natural. Em Poecilia reticulata,
fémeas apresentadas a machos com aparéncias semelhantes utilizaram-se de
sinais quimicos para selecionar o parceiro (Sato et al., 2014). Entretanto,
dentro do contexto de selecdo sexual, a forma com que informacao acerca da
gualidade do macho segue por ser determinada; o papel dos ferombénios na
selecdo sexual em Syngnathidae e em especial em Hippocampus reidi ainda é

desconhecido.
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Consideracg®es finais

Neste trabalho, explorou-se a funcionalidade de forma unimodal de dois
tipos de sinalizagdo — a acustica e a quimica —, na espécie de cavalo-marinho
Hippocampus reidi em um contexto de escolha de parceiro, gerando
informacdes relevantes para um maior entendimento da comunicacdo dentro
deste contexto. O processo de escolha de um parceiro pode envolver diversos
fatores, incluindo sinais comportamentais, visuais, quimicos e acusticos. Estes
diversos sinais sao tipicamente produzidos para atracdo de potenciais
parceiros, bem como para a transmissédo de informacdes sobre as espécies,

identidade e motivacao sexual e localizagao.

Diante disso e dos resultados aqui obtidos, observou-se que a
sinalizacdo acustica, quando apresentada sozinha, ndo foi suficiente para
atrair fémeas de cavalos-marinhos, o que leva a crer que, provavelmente,
esse tipo de sinal necessite de um cenario de multimodalidade para tornar-se
efetivo. Por outro lado, no que tange a sinalizagcdo quimica, as fémeas tanto
foram capazes de reconhecer co-especificos, quanto potenciais parceiros.
Porém, considerando que a habilidade do emissor controlar a transmisséo de
sinais quimicos no ambiente € limitada, ratifica-se que para que a coOpula
ocorra, seria necessario o uso de outras modalidades de comunicacdo, mais

um vez, reforcando a importancia de uma sinalizacdo multimodal.

Diante do observado com o presente estudo, bem como os resultados
obtidos em estudo anterior (Furtado, 2013), propfGe-se que a escolha de
parceiro em H. reidi se daria por meio do seguinte modelo: inicialmente,
utilizacdo da sinalizacdo quimica para localizar potenciais parceiros no
ambiente; subsequentemente, uso das sinalizacBes visual e acuUstica para
escolher o parceiro com melhor fithess; e, finalmente, a emissdo de
sinalizacdo acustica para sincronizar e efetivar a copula. Entende-se, assim,
gue este conjunto de canais de comunicacdo seja utilizado no contexto de

reproducao de H. reidi, caracterizando uma sinalizagdo multimodal.

58



Desta forma, a realizagdo de estudos que abordem a sinergia entre
esse conjunto de sinais poderia contribuir para ampliar o conhecimento sobre
a comunicagao no contexto de reprodugcdo dos cavalos-marinhos, inclusive
considerando o modelo multimodal aqui proposto. Por outro lado, as
informacdes do presente estudo ja podem ser aplicadas a estratégias para a
conservacao desta espécie ameacada de extingdo, posto que indicam a
necessidade de assegurar as condicbes ambientais necesséarias afim de
possibilitar uma efetiva comunicagcdo, pelas diversas modalidades de

sinalizacdo, para garantir a sua reproducao.
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