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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi testar o efeito do enriquecimento ambiental na
memoéria e no aprendizado de tilapias-do-Nilo (Oreochromis niloticus). Tilapias pos-
larva (quatro grupos) foram mantidos durante seis meses nas condi¢des: a) dois
grupos com enriquecimento (cascalho, plantas e abrigos, além dos equipamentos de
controle da agua) b) dois grupos sem enriquecimento (apenas com equipamentos
para manutencdo das condicées da agua). ApGs esse periodo, cinco animais de
cada aquario foram submetidos a um tipo de teste cognitivo. O teste de associacao
espaco-temporal pretendeu avaliar a capacidade dos animais em associar
determinado local com o horario em que o alimento estaria disponivel neste local,
através da frequéncia de visitacdo do local correto no momento em que haveria
disponibilizagdo de alimento neste local. O teste de meméria associativa objetivou
avaliar a capacidade dos animais em associar pistas visuais ao local de alimentacao
para prever onde ocorreria a oferta de alimento. No teste de associacdo espaco-
temporal nenhum dos grupos aprendeu a associagdo proposta, mas o grupo com
enriquecimento apresentou mudanca comportamental sugestiva de aprendizado. No
teste de memdria associativa o grupo com enriquecimento apresentou variacao no
desempenho entre as diferentes fases do teste. Estes resultados sugerem algum
tipo de interagdo entre o enriquecimento ambiental e melhora na meméria e no
aprendizado. Falhas metodolégicas podem ter influenciado nos testes mascarando o
possivel efeito benéfico do enriquecimento ambiental nas variaveis avaliadas.

Palavras-chave: aprendizado, memoria, Oreochoromis nilticus.



ABSTRACT

This study aimed to test the effect of environmental enrichment on memory and
learning in Nile tilapia (Oreochromis niloticus). Tilapia post-larvae (four groups) were
maintained for six months under the conditions: a) two groups in aquariums with
environmental enrichment (gravel, plants, shelters and equipment for maintenance of
water conditions) b) two groups without environmental enrichment (with only the
equipment for maintenance of water conditions). After this period, five animals from
each tank were subjected to a type of cognitive test. The test of spatial-temporal
association aimed to assess the ability of animals to associate a certain place with
the time that the food would be available at this site, by the frequency of visitation of
the right location at the time that there would be food available at this site. The
associative memory test was aimed to evaluate the ability of animals to associate
visual cues to the feeding site as they should be able of predict the supply of food. In
the test of spatial-temporal association none of the groups learned the association
proposed, but the group with environmental enrichment showed a behavioral change
that is suggestive of learning. In the test of associative memory the group with
environmental enrichment showed variations in performance between the different
phases of the test. These results suggest some interaction between the
environmental enrichment and improvement in memory and learning. Methodological
flaws may have influenced the results masking the possible beneficial effect of
environmental enrichment in the variables studied.

Palavras-chave: learning, memory, Oreochromis niloticus.
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1 INTRODUCAO

Para PEDRAZZANI et al. (2007) os peixes teledsteos, apesar de
apresentarem diferencas em alguns aspectos da estrutura cerebral se comparados
aos tetrapodos, possuem similaridades funcionais e habilidades cognitivas
sugestivas de senciéncia. Os mesmos autores afirmam que dados anatdémicos,
fisioldgicos, comportamentais, evolutivos e farmacolégicos evidenciam que 0s peixes
experimentam sentimentos como dor e medo de maneira similar aos demais
vertebrados. Isso sugere que os peixes tém a capacidade de sofrer e que, portanto,
estes animais devem ser incluidos nas consideracdes éticas acerca de ndo serem
submetidos a sofrimento (BRAITHWAITE, 2010). Para VOLPATO et al. (2007) a
ciéncia ainda nao é capaz de determinar objetivamente se os peixes sdo ou nao
animais sencientes, ainda assim estes autores sugerem que 0s peixes possam
sentir algum tipo de desconforto quando nao sao tratados corretamente e propéem
uma posicado de precaucao ética segundo a qual, na auséncia de evidéncias
contrarias, os peixes sao sencientes.

As principais atividades humanas com implicacbes para o bem-estar dos
peixes incluem a sua captura em pesca comercial e desportiva, produgao intensiva
em aquicultura, utilizacdo como animais de companhia, manutencdo em aquarios
publicos para educacdo ambiental e recreagdo, degradacdo ambiental
antropogénica e sua utilizacdo na investigacao cientifica (OLIVEIRA & GALHARDO,
2007).

As condicGes de alojamento de peixes utilizados em laboratérios de pesquisa
sdo pobres e podem restringir ou alterar o comportamento dos animais,
comprometendo seu bem-estar e a validade dos dados obtidos nas pesquisas
(BRYDGES & BRAITHWAITE 2009).

Uma forma de aumentar o nivel de bem-estar de animais cativos, e evitar que
ocorram alteragdes comportamentais desencadeadas pela pobreza dos ambientes
em que os animais sdo mantidos é através do enriquecimento ambiental. De acordo
com BOERE (2001) o enriqguecimento ambiental € um conjunto de técnicas que
modificam o ambiente, resultando em uma melhora na qualidade de vida dos
animais, ao satisfazer as suas necessidades comportamentais.

Diversos autores ja encontraram interferéncia positiva de alguma forma de

enriguecimento em diferentes comportamentos de animais. BROWN et al. (2003)
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encontraram que o enriquecimento ambiental com plantas, pedras e objetos novos
aliado a prévia exposicdo a presas vivas promove melhora no desempenho do
forrageamento (reduzindo o periodo de laténcia para alimentagdo) em salmao do
Atlantico. Trabalhando com filhotes de ratos, LEGGIO et al. (2005) encontraram que
animais que se desenvolveram em grupos, em gaiolas com brinquedos obtiveram
melhores resultados no labirinto radial e no labirinto aquatico de Morris que animais
criados aos pares em gaiolas sem objetos. WOODCOCK & RICHARDSON (2000)
encontraram que filhotes de ratos expostos por uma hora ao dia a estimulos
sensoriais (auditério, visual, tatil e olfatério) até o 212 dia de vida e entdo mantidos
em gaiolas com varios objetos cuja posicdao era modificada diariamente formam
representacdées mais complexas mais rapidamente que animais que nao tiveram
nenhum tipo de enriquecimento. DE JONG et al. (2000) trabalhando com porcos
encontraram que animais mantidos em ambientes sem enriquecimento
apresentaram comprometimento da memoria de longo prazo .

Segundo SALE et al. (2009) foram Rosenzweig e colaboradores (1966 e
1969) que introduziram o enriquecimento ambiental como um protocolo experimental
direcionado especificamente para investigar a influéncia do ambiente no cérebro e
no comportamento, mostrando que a morfologia, a quimica e a fisiologia do cérebro
podem ser consideravelmente alteradas pela modificacdo da qualidade e
intensidade da estimulacdo ambiental. BROOM (2010) complementa as
caracteristicas que podem ser influenciadas pelo ambiente, citando o aprendizado.

BRAITHWAITE (2005) afirma que o processo cognitivo compreende uma
série de fendmenos que se sucedem e sao interconectados, por meio dos quais 0s
animais internalizam informagdes sobre experiéncias vividas através de seus
sistemas sensoriais (percepcao), como esta informacdo & aprendida e como se
lembram da experiéncia através da evocagao (memoria).

KIHSLINGER & NEVITT (2006) afirmam que uma vez que o cérebro dos
peixes cresce continuamente ao longo da vida, estes animais podem ser
particularmente responsivos as condicbes ambientais que experimentam ao longo
de seu desenvolvimento.

Segundo EL-SAYED (2006) a tilapia-do-Nilo vem sendo amplamente utilizada
em aquicultura por apresentar altas taxas de crescimento, adaptabilidade a varios
tipos de condigbes ambientais, habilidade de crescer e se reproduzir em cativeiro e

alimentagdo onivora. E possivel dizer que os mesmos motivos levam a ampla
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utilizacdo desta espécie em pesquisas cientificas como modelo para varios

parametros fisioldégicos, comportamentais, entre outros.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GERAL

Testar o efeito do enriquecimento ambiental no aprendizado e na meméria

tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus).

1.2. 2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar o papel do enriquecimento ambiental nos comportamentos de

associagao espaco-temporal e de memoria associativa.



2 MATERIAL E METODOS
2.1 LOCAL DE TRABALHO

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Estudos em Estresse
Animal, localizado ao Departamento de Fisiologia do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana.

Os procedimentos realizados no trabalho foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal do Parana (certificado n® 478).

2.2 ANIMAIS

Alevinos de tilapia-do-Nilo (Oreochromis niloticus) foram adquiridos na Granja
Piracema de Piscicultura no municipio de Maringa, em fase larval de flexdao de
acordo com as caracteristicas relatadas por NAKATANI et al. (2001).

2.3 TESTES
2.3.1 ETAPA

Os peixes foram separados em quatro grupos com aproximadamente 60
individuos cada um. Os animais foram mantidos no laboratério durante seis meses
sob ciclo de luz de 12 horas (com o periodo de luz sendo das 7:00 as 19:00h -
controlado por temporizador) e a temperatura ambiente foi mantida em 28°C. Os
peixes permaneceram em aquarios de vidro com 50 cm de comprimento, 30 cm de
largura e 35 cm de altura, preenchidos com 45 litros de agua. Os aquarios foram
equipados com um filtro, aeragdo continua através de bomba mecanica e a
temperatura da agua foi mantida em 25 + 2,61°C por meio de um termostato e um
aquecedor. Os aquarios foram dispostos lado a lado no laboratério a fim de igualar a
incidéncia luminosa sob eles. Todos os aquarios foram revestidos externamente por
cartolina para isolamento visual. VOLPATO & BARRETO (2001) observaram que a
coloragao azul previne o estresse em tilapias-do-Nilo, portanto as cartolinas

utilizadas para o isolamento visual foram azuis. Os aquarios foram limpos uma vez
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por semana e um terco da agua foi trocado. A alimentacdo foi a base de racao
extrusada (37,5% de proteina; laudo de andlise quimica do Laboratério de Nutricdo
Animal da Universidade Federal do Parana n® 100920016), ad libitum, fornecida uma
vez ao dia em horarios variados. Os niveis de amébnia (0,010ppm) e nitrito
(0,125ppm) e o pH (6,25) foram mantidos estaveis nos aquarios de manutencgao.

2.3.1.1 SEM ENRIQUECIMENTO - Dois grupos permaneceram em aguarios sem
enriquecimento (Sem enriquecimento 1 — SE1; Sem enriquecimento 2 — SE2). Estes
aquarios apresentaram apenas 0s equipamentos necessarios para limpeza, aeracao

e manutengao da temperatura.

2.3.1.2 COM ENRIQUECIMENTO - Dois grupos permaneceram em aquarios
enriguecidos (Com enriquecimento 1 — CE1; Com enriquecimento 2 — CE2). Tais
aquarios apresentaram além dos equipamentos para limpeza, aeragdo e
manutencdo da temperatura, cascalho sob o fundo, vegetacdo (um exemplar do
género Echinodorus), abrigos compostos por: uma conexado de PVC rigido na cor
marrom em T, uma conexao de PVC rigido na cor marrom em cotovelo, meio tijolo

de quatro furos e dois pedacos de madeira préprios para aquario.

2.3.2 ETAPA I

Os testes descritos abaixo foram realizados ap6s os peixes terem passado
seis meses no laboratério em seus respectivos aquarios nas condi¢cdes descritas
acima. Os testes foram realizados na mesma sala em que foram mantidos na
ETAPA |, e nas mesmas condicdes de temperatura e luminosidade da fase anterior.
Os niveis de amédnia (0,002ppm) e nitrito (0,81ppm) e o pH (6,5) foram mantidos
estaveis.

Cada teste utilizou 20 peixes (escolhidos por tamanho), sendo cinco
provenientes de cada aquario de manutencao. Os 20 individuos de cada teste foram
isolados em aquarios revestidos externamente, como os aquarios de manutencao,
por cartolina azul. Durante todo o periodo em que os peixes estiveram isolados nos
aquarios de teste, estes foram mantidos com aeracdo constante. Metade dos
aquarios possuia o aerador na extremidade do compartimento da direita e a outra
metade na extremidade do compartimento da esquerda. A troca de agua também foi
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feita uma vez por semana, como na fase anterior. Nesta fase 90% da agua era
trocada, diferentemente do que ocorreu na ETAPA |, na qual aproximadamente 75%
da agua era trocada. Isso se deveu a rapida piora na condicao da agua devido a
inexisténcia de filtros nos aquarios usados na ETAPA Il

Nos dois testes realizados no presente trabalho a oferta de alimento foi
utilizada como estimulo ao aprendizado, uma vez que REEBS (1999) considera este
um estimulo melhor do que a presenca de um predador. Este autor, utilizando
grupos de peixes Galaxias maculatus, evidenciou a presenga da associacao entre
local e periodo do dia, apds 14 dias de treinamentos, apenas quando o estimulo era
a alimentagcédo e ndo quando era o risco de predacao ou alimentacao associada ao
risco de predacdo. O autor afirma que a alimentagdo é um estimulo melhor para este
tipo de avaliagdo, uma vez que o risco de predacdo pode ser evitado utilizando
mecanismos inatos em detrimento de associacbes aprendidas.

Apesar de a competicao pelo alimento com co-especificos ser um estimulo
relevante neste tipo de teste, os individuos foram testados individualmente, uma vez
que a tilapia-do-Nilo € uma espécie agressiva e territorialista e que por isso, quando
€ testada em grupos, o individuo dominante tem maior acesso ao alimento e os
individuos de baixo nivel social tém acesso dificultado ao alimento ou podem ser
vitimas de canibalismo (DELICIO et al. 2006a). BARRETO et al. (2006) ressalta que
quando testados em grupos, os peixes podem estar no lado correto apenas por
seqguir o individuo dominante e nao por terem aprendido a associacao entre local e
horario de alimentacgao.

2.3.2.1 ASSOCIACAO ESPACO-TEMPORAL

A metodologia utilizada foi adaptada de DELICIO et al. (2006a), BARRETO et
al. (2006) e DELICIO & BARRETO (2008). Segundo DELICIO et al. (2006a) este
teste refere-se a habilidade de associar determinados locais a periodos do dia
especificos. Em geral tal fenbmeno consiste em visitar um local no periodo em que
havera alimento disponivel ali.

Vinte aquarios com peixes isolados foram dispostos em fileiras sob duas
bancadas paralelas (igualando a incidéncia luminosa entre eles). Os aquarios de
teste (Figura 1) possuiam 45 cm de comprimento, 11 cm de largura e 15 cm de

altura, com 14 cm de coluna d’dgua e eram divididos em trés compartimentos iguais
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(15 cm de comprimento) por divisérias opacas. Nessas divisorias havia uma janela
com 3 cm de diametro que permitia que 0s animais circulassem entre os trés

compartimentos sem que tivessem acesso visual entre eles.

15¢cm Cano de alimentacdo %/F
/j I

Divisoria

£
B O —i L Janela

P

Figura 1: Aquéario utilizado no teste de associagéo entre local e hora da alimentagéo em vista frontal.

Y

45¢cm

Os aquarios foram envoltos por uma cortina preta para impedir que os
animais vissem o pesquisador nos momentos em que fossem alimentados, e
utilizassem esta pista para saber em qual lado ocorreria a deposicédo do alimento.
Canos de plastico flexivel de 1 cm de didmetro foram dispostos nos dois
compartimentos laterais de cada aquario, através dos quais foi introduzido o
alimento.

Inicialmente os individuos isolados foram mantidos por sete dias nos aquarios
de teste para aclimatacdo, recebendo comida uma vez ao dia, ad libitum, em
horarios variados e no compartimento do meio. Ap6s este periodo os animais
passaram uma semana em jejum. O periodo de jejum atua como um estimulo ao
aprendizado e como relatado por DELICIO & BARRETO (2008), para tilapia-do-Nilo,
a restricao alimentar antes de testes como este é relevante no desempenho. Apds
tal periodo, os animais foram alimentados (entre 0,5% e 1% da massa corporal)
duas vezes ao dia, em um dos lados do aquario pela manha (9:00) e no lado oposto,
pela tarde (17:00). STICKNEY (1994) considera esta porcentagem de alimento um
regime restritivo para a espécie em questao, o que também poderia atuar como um
estimulo ao aprendizado. O alimento restante era removido ap6s uma hora. Metade
dos aquarios recebeu alimento pela manha do lado esquerdo e pela tarde do lado
direito e a outra metade teve os lados invertidos em relagdo ao horario, esta
distribuicao foi aleatéria e se manteve igual ao longo de todo o teste. Este
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procedimento ocorreu por 30 dias consecutivos sendo que ao 109, 20° e 30° dias 0s
animais nao foram alimentados e sua localizacao foi registrada através da filmagem
dos aquarios. Foi identificada a posicao de cada animal a cada 30 segundos durante
30 minutos (15 minutos antes e 15 minutos apés o horario de alimentacao: das 8:45
as 9:15 e das 16:45 as 17:15) totalizando 61 registros por animal por periodo de
filmagem. A aprendizagem da associacao entre o local e o periodo da alimentagéo
foi inferida a partir da média do nimero de registros feitos dos animais provenientes
das duas condi¢des de enriquecimento. Foi considerado como lado correto aquele
em que seria oferecida a alimentagdo num determinado momento do teste, este lado
recebeu no nome do respectivo periodo do dia (manhéa/tarde).

O teste de associacdo espacgo-temporal visa comparar a capacidade dos
animais criados em ambiente com e sem enriquecimento ambiental em associar
determinado local com o horario em que o alimento estara disponivel neste local,
através da frequéncia de visitacdo do local correto no momento em que havera

disponibilizagdo de alimento neste local.

2.3.2.2 MEMORIA ASSOCIATIVA

A metodologia utilizada neste teste foi adaptada de BRYDGES et al. (2008) e
BRYDGES & BRAITHWAITE (2009).

Os aquarios de teste (Figura 2) possuiam 25 cm de comprimento, 20 cm de
altura e 20 cm de largura, com 18 cm de coluna d’agua, e eram divididos em trés
compartimentos. Os dois compartimentos menores foram os locais onde foi
fornecida a alimentacdo. As divisérias eram opacas e duas delas possuiam janelas
com 3 cm de didmetro que permitiram que o animal circulasse entre os
compartimentos de alimentacdo e o compartimento maior a qualquer momento,

exceto quando estava sendo fornecida a alimentacao.



20em
Janela A Janela B

25¢cm

Figura 2: Aquario utilizado nos teste de aprendizado e meméria em vista superior

Cada janela estava em uma parede branca ou preta que servia como pista
para o animal distinguir os lados. Metade dos individuos teve a janela A em uma
parede branca e a janela B em uma parede preta, a outra metade dos individuos
teve as cores invertidas em relacdo aos lados (Figura 3) a fim de controlar a

possibilidade de a associacao estar relacionada a determinada cor.

w| O O

25¢cm 25¢cm

Figura 3: Aquério utilizado nos teste de aprendizado e memoria em vista frontal mostrando as

combinagdes de cores das paredes onde se localizavam as janelas.

O alimento fornecido tinha a mesma composicdo daquele fornecido na
ETAPA 1, porém ele foi umidificado, o que garantiu que ele afundasse imediatamente
apos ser oferecido. Antes de fornecer o alimento, as janelas eram simultaneamente
bloqueadas com placas de PVC das respectivas cores das paredes. O alimento era
manualmente depositado em apenas um dos compartimentos de alimentacédo. Para
que a deposi¢cdo manual do alimento no compartimento certo ndo fosse utilizada

como pista para os animais de qual lado estava recebendo o alimento, a deposicéao
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do mesmo se dava como segue: as duas maos eram levadas juntas, uma sob cada
compartimento, sendo que apenas uma delas continha a ragdo que era depositada
no compartimento correto, entdo ambas as maos eram retiradas simultaneamente.
Apés a deposicao da racao, um minuto era aguardado antes que as janelas fossem
desbloqueadas. Para padronizar a quantidade de racao recebida pelos animais foi
fornecido entre 0,5 e 1% da massa corporal por periodo de alimentacdo. Cada
periodo de alimentacao foi gravado por cameras de video e através das filmagens
foi registrado: a) em qual compartimento de alimentacao os peixes entraram primeiro
e b) o tempo despendido até entrarem no lado onde foi depositada a comida (lado
correto). Quando o animal ndo entrava primeiro no lado correto continuou-se a
observar seu comportamento até que ele tivesse entrado no lado correto ou até que
10 minutos tivessem passado. Este teste ocorreu em trés fases, sendo elas:

1. Fase de Aquisicédo 1 (Fase 1)

Nesta fase a alimentacéao foi fornecida duas vezes ao dia, do mesmo lado do
aquario, até que o animal entrasse primeiramente no lado correto (onde havia
sido depositada a ragdo) nove em 10 vezes ou até que 45 tentativas tivessem
transcorrido. Neste caso, foi assumido que o animal ndo foi capaz de
aprender o teste.

2. Fase de Aquisicao 2 (Fase 2)

Apébs ser atingida a marca de acertos estabelecida na Fase 1, os animais
foram alimentados duas vezes ao dia no lado oposto ao lado que foram
alimentados na fase anterior até que atingissem o mesmo critério (nove
acertos em 10 tentativas) ou até que 45 tentativas tivessem transcorrido.
Neste caso também foi assumido que o animal n&do foi capaz de aprender o
teste.

3. Fase de retorno ao lado anterior (Fase 3)

Ap0Os atingir o critério estabelecido na Fase 2, as divisorias foram removidas e
0S animais permaneceram por sete dias sendo alimentados uma vez ao dia
no local que corresponderia ao compartimento maior. Apés uma semana as

divisérias foram recolocadas e um teste foi feito para verificar se os animais
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entrariam no compartimento em que haviam sido treinados a receber o

alimento na Fase 2.
O teste de memdria associativa objetiva comparar a capacidade dos animais

criados em ambiente com e sem enriquecimento ambiental em associar pistas

visuais ao local de alimentagao para prever onde ocorrera a oferta de alimento.
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3 RESULTADOS

3.1 ASSOCIACAO ESPACO-TEMPORAL

Os resultados obtidos foram comparados entre os animais provenientes dos
dois aquarios com o mesmo tipo de ambiente - réplicas (SE1 e SE2; CE1 e CE2)
através do Teste T e todos apresentaram p>0,05, mostrando que nao houve
diferenca significativa e por isso o0s dados foram agrupados em: Com
Enriqguecimento (CE) e Sem Enriquecimento (SE). A Figura 4 mostra os resultados
obtidos.
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Figura 4: Média + EP da porcentagem de tempo despendido em cada compartimento pela tilapia-do-
Nilo em cada periodo de observacao (8:45 as 9:15; 16:45 as 17:15) de cada dia de teste (109, 209,
309). Compartimentos: Lado manha (lado em que o alimento era ofertado no periodo da manha), M
(compartimento do meio) e Lado tarde (lado em que o alimento era ofertado no periodo da tarde).
Compartimentos em destaque: locais corretos para cada periodo do dia. Grupos: CE (o) e SE (m).
Dentro de cada dia/periodo de teste: letras diferentes representam diferenga significativa entre as
colunas (p<0,05), letras iguais representam que ndo houve diferenga significativa.
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Os dados dos dois grupos (CE e SE) foram comparados para cada dia e
periodo utilizando Two-way ANOVA e nenhuma diferenca significativa no
desempenho dos grupos foi encontrada.

Utilizando o Teste T pareado nao foi encontrada diferenga significativa na
porcentagem de tempo despendido pelo grupo SE em cada um dos trés
compartimentos do aquario em nenhum dos dias e periodos de teste. O grupo CE
também ndo apresentou diferenca na porcentagem de tempo despendido em cada
um dos trés compartimentos do aquario nos dois periodos do 102 dia e no periodo
da tarde do 30° dia. Os animais provenientes do grupo CE passaram a apresentar
um padrao comportamental diferenciado no periodo da manha do 20° dia quando o
grupo permaneceu significativamente mais no compartimento do meio que no
compartimento da tarde (p=0,0159). No 20° dia pela tarde o grupo CE permaneceu
mais no compartimento do meio que nos outros dois (lado manha/meio: p=0,0219;
lado tarde/meio: p=0,0318), sendo que a permanéncia nos compartimentos laterais
foi igual. No 30¢ dia no periodo da manha o grupo CE também permaneceu mais no
compartimento do meio que nos compartimentos laterais, que também tiveram
tempo de permanéncia semelhante (lado manha/meio: p=0,0332; lado tarde/meio p=
0,0456).

Nem o periodo de jejum e nem a restricdo alimentar promoveram redugéo de
peso dos animais ao longo do teste. Antes do inicio da ETAPA Il os animais
apresentaram peso médio de 8,57 + 2,979, apds o jejum o valor aumentou para 9,13
+ 2,959 e apl6s o teste (periodo posterior a restricao alimentar) também aumentou
para 10,48 = 3,59g. Os animais apresentaram comprimento total médio de 8,09 *

0,95 cm no dia anterior ao inicio dos testes.

3.2 MEMORIA ASSOCIATIVA

A média do numero de tentativas utilizadas pelos animais de cada grupo para
atingir o critério de acerto foi comparado entre as réplicas (CE1 e CE2; SE1 e SE2)
nas duas fases através do Teste T e ndo apresentaram diferenca significativa (Fase
1: CE1/CE2 p=0,1288 e SE1/SE2 p=0,8433; Fase 2: CE1/CE2 p=0,7148 e SE1/SE2
p=0,7157) e por isso os dados foram agrupados em: Com Enriquecimento (CE) e
Sem Enriquecimento (SE).
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Todas as anadlises foram feitas utilizando-se Teste T pareado e como mostra a
Figura 5, nas Fases 1 e 2 do teste, os grupos CE e SE nao apresentaram diferenca
no numero médio de tentativas utilizadas para atingir o critério de acerto e passar
para a fase seguinte (Fase 1: p=0,2228; Fase 2: p=0,6602). O desempenho do
grupo CE foi significativamente melhor na Fase 1 que na Fase 2 (p=0,0090),
enquanto que o grupo SE nao variou significativamente seu desempenho ao longo
das fases (p=0,4542).
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Figura 5: Média e DP do nimero de tentativas usadas para atingir o critério (entrar primeiro no lado
correto nove em 10 vezes) em peixes dos diferentes tipos de ambiente (CE: Com Enriquecimento
ambiental; SE: Sem Enriquecimento ambiental) nas fases 1 e 2 do teste.; * representa diferenca
significativa entre 0 desempenho do grupo CE nas fases 1 e 2.

Participaram da Fase 3 apenas 0s animais que obtiveram sucesso nas Fases
1 e 2. O numero de animais que conseguiram chegar a Fase 3 (n= 9) foi reduzido,
sendo menor que a metade dos animais que iniciaram o teste e por isso analises
estatisticas foram inviaveis. A Figura 6 mostra os resultados considerados em
termos de acerto (peixe entrou primeiro no lado em que havia sido treinado a se
alimentar na Fase 2), erro (peixe entrou primeiro no lado oposto ao que havia sido
treinado a se alimentar na Fase 2) e auséncia de retorno (peixe ndo entrou em
nenhum dos compartimentos de alimentacdo durante os 10 minutos posteriores a

oferta de alimento).
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Figura 6: Proporgdo de peixes de cada grupo (CE1: Com enriquecimento 1, n=3; CE2: Com
Enriqguecimento 2, n=2; SE1: Sem enriquecimento 1, n=2; SE2: Sem enriquecimento 2, n=2) que
acertaram, erraram ou ndo retornaram ao lado em que foram treinados na fase 2.

Fazendo uma analise descritiva dos dados, é possivel observar que um grupo
proveniente de cada tipo de ambiente (CE2 e SE1) obteve 0 mesmo desempenho,
enquanto que os outros dois grupos apresentaram desempenhos bem distintos, uma
vez que os dois animais que fizeram o teste do grupo SE2 erraram o lado enquanto
que os dois animais do grupo CE1 acertaram o lado e apenas um errou.

A comparacao entre as medidas de massa dos animais antes e depois do
teste mostra que a quantidade de alimentacdo néo foi restritiva. Antes dos testes os
animais apresentaram em média massa de 8,60 + 4,20g e ao final dos testes
apresentarem em média 10,68 *+ 4,82g. Os animais apresentaram comprimento total

médio de 7,67 + 1,46 cm no dia anterior ao inicio dos testes.
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4 DISCUSSAO

A restricdo alimentar imposta aos animais durante os testes, juntamente com
0 jejum anterior ao teste de associacdo espaco-temporal, tinham como objetivo
transformar o alimento em um estimulo ao aprendizado. O que se obteve a partir da
pesagem dos animais foi que durante os testes eles aumentaram seu peso. E
importante ressaltar que nao havia nenhuma outra forma de alimento disponivel.
Uma possibilidade para o aumento de peso dos animais sob jejum e/ou dieta
restritiva € a auséncia de estresse social provida pelo isolamento dos animais
durante os testes. Quando sob estresse social (na presenca de individuos
dominantes) os subordinados investem mais energia em atividades necessérias a
manutencdo da homeostase em detrimento do crescimento levando a um
crescimento heterogéneo da populagdo (VOLPATO & FERNANDES, 1994). Quando
0 estresse social cessa devido a auséncia de dominantes (isolamento) os
subordinados apresentam crescimento compensatério exibindo taxas de
crescimento maiores que os préprios dominantes devido a redistribuicao da energia
(FERNANDES-DE-CASTILHO et al, 2008). FERNANDES & VOLPATO (1993)
evidenciaram crescimento heterogéneo em tilapia-do-Nilo e FERNANDES-DE-
CASTILHO et al. (2008) trabalhando com Truta-Arco-iris encontraram evidéncias do

crescimento compensatoério nos individuos subordinados.
4.1 ASSOCIACAO ESPACO-TEMPORAL

Diferentes grupos taxonémicos ja foram testados quanto ao aprendizado da
associagao entre local e periodo da alimentagdao, como por exemplo, abelhas: Wahl
(1932), Gould (1987); formigas: Schatz et al. (1994); aves: Daan (1981), Biebach et
al. (1989); ratos: Boulos & Logothetis (1990) e Carr & Wilkie (1997) apud REEBS
(1999). Em peixes, diferentes autores ja encontraram evidéncias deste tipo de
aprendizado para testes em grupos: REEBS (1996) utilizando Notemigonus
crysoleucas argumenta que esta espécie apresenta deslocamentos diarios regulares
e isso deve ter atuado como um facilitador do aprendizado da associagédo, uma vez
que naturalmente os animais forrageiam em diferentes locais em periodos
diferentes; GOMEZ-LAPLAZA & MORGAN (2005) utilizando Pterophyllum scalare

também encontraram evidéncias deste tipo de aprendizado. Para peixes testados

-16 -



isoladamente, a fim de eliminar os problemas advindos do teste em grupo citados
anteriormente; BARRETO et al. (2006) trabalhando com Pterophyllum scalare,
DELICIO & BARRETO (2008) utilizando Oreochromis niloticus e CHEN & TABATA
(2002) utilizando Oncorhynchus mykiss conseguiram evidenciar a associagao
proposta no teste.

Teriam sucesso no teste os animais que permanecessem mais tempo no
compartimento em que seria oferecida alimentacao em determinado periodo do dia,
considerando assim, que haviam aprendido a associacao entre local e periodo em
que o alimento estaria disponivel. Nenhum dos grupos obteve este resultado, porém,
houve uma mudanca no comportamento do grupo CE, que no 10° dia nao
apresentou diferenca no tempo de permanéncia entre os compartimentos e no 20°
dia passou a permanecer mais tempo no compartimento do meio. Apesar de nao
terem atingido o objetivo proposto no teste, os animais do grupo CE apresentaram
uma mudanc¢a de comportamento indicativa de aprendizado, ao permaneceram mais
tempo no compartimento do meio. Ao permanecer no compartimento do meio os
peixes tinham acesso rapido a qualquer um dos lados e também poderiam monitorar
constante e rapidamente as janelas que davam acesso aos compartimentos laterais
para verificar se havia alimento disponivel.

BARRETO et al. (2006) realizaram o mesmo tipo de teste associagdo entre
local e periodo da alimentacdo com duas espécies (Pterophyllum scalare e
Geophagus brasiliensis) e viram que apenas P. scalare aprendeu a associacao apos
30 dias de treinamento, enquanto que Geophagus brasiliensis nao demonstrou
nenhum tipo de aprendizado. Os autores argumentam que tal diferenca pode ser
devido as diferentes formas de alimentagcdo das duas espécies. Enquanto
Geophagus brasiliensis € uma espécie onivora, para a qual a disponibilidade de
alimento é maior e a relevancia de aprender a associacao € menor, P. scalare € uma
espécie com alimentagao restrita ao zooplancton para a qual é ecologicamente mais
relevante associar sua atividade forrageadora com a movimentacdo de sua presa,
refletindo em um resultado positivo na associacao proposta no teste. REEBS (1993)
sugere que a auséncia de associacao entre local e periodo de alimentacdo em
grupos de Cichlasoma nigrofasciatum também se deva a alimentagao onivora da
espécie. A tilapia-do-Nilo € uma espécie onivora e apresenta baixa seletividade para
os itens alimentares, alimentando-se de fitoplancton, zooplancton e detritos bénticos
(EL-SAYED, 2006). A dieta onivora poderia ser um dos fatores que levou os animais
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testados no presente trabalho a ndo fazerem a associacdo proposta, uma vez que
em ambiente natural, quando ocorre escassez de um item, esta espécie tende a
mudar o item alimentar ao invés de forragear em outros locais, mas tilapia-do-Nilo
apresentou comportamento de associacao entre local e periodo de alimentacao no
trabalho realizado por DELICIO & BARRETO (2008), mostrando que este tipo de
aprendizado estad presente nesta espécie mesmo se tratando de uma espécie
onivora.

Testando alguma forma de associacao espaco-temporal em peixes, REEBS
(1993), com grupos de Cichlasoma nigrofasciatum prop0s que a auséncia de
aprendizado possa estar relacionada, entre outros fatores, ao pequeno numero de
vezes em que a alimentagao foi fornecida (quatro) e que a utilizagdo de um sinal
anterior a entrega do alimento pode ter comprometido o aprendizado, pois 0s
animais podem ter associado o sinal a entrega do alimento em detrimento da
associacao entre local e periodo da alimentagéo. No teste aqui descrito nenhum tipo
de sinal foi associado ao momento da disponibilizacdo do alimento e todos os
cuidados foram tomados para que 0s animais ndo percebessem a presenca da
experimentadora no laboratério nos momentos da alimentacdo. Além disso, o
namero de vezes em que a alimento foi fornecido (duas vezes) foi o mesmo foi
utilizado por DELICIO & BARRETO (2008), que obtiveram resultados positivos com
a mesma espécie.

REEBS (1993) e DELICIO et al. (2006a) sugerem que um treinamento de 30
dias seria insuficiente para o aprendizado nas espécies utilizadas por eles,
respectivamente Cichlasoma nigrofasciatum e Oreochromis niloticus. O periodo de
30 dias para o aprendizado de tilapias-do-Nilo foi testado com sucesso por DELICIO
& BARRETO (2008) e por isso foi utilizado no presente trabalho.

Os resultados negativos obtidos neste teste podem estar relacionados ao
curto periodo de jejum a que os animais foram expostos. DELICIO et al. (2006a) ao
utilizar tilapias-do-Nilo e 0 mesmo tipo de teste ndo encontraram evidéncias de
aprendizado e sugeriram que a alimentacdo nao tivesse atuado como estimulo
eficaz, uma vez que a quantidade de comida oferecida durante os testes (1,5% da
massa corporal) ndo foi restritiva. Os mesmos autores, em trabalho posterior
(DELICIO & BARRETO, 2008) utilizando a mesma espécie e 0 mesmo teste,
conseguiram resultados positivos e atribuem tais resultados a restricdo alimentar
imposta aos animais. Esta restricao foi promovida por um periodo de jejum de 17
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dias antes dos testes, uma alimentacdo com 1% da massa corporal durante 20 dias
e uma reducdo deste valor para 0,5% nos ultimos 10 dias de teste. Os autores
afirmam que esta conclusao pbéde ser corroborada através da variacao no peso dos
animais antes e depois do periodo de jejum. Neste trabalho foi utilizado um periodo
de jejum de sete dias e os animais ndao apresentaram reducdo do peso corporal
depois deste periodo. A utilizagdo da restricdo alimentar como estimulo ao
aprendizado também surtiu efeito nos trabalhos YANAI et al. (2008) e LUKOYANOV
et al. (2002) utilizando ratos, mas em nenhum dos casos houve periodo de jejum,
apenas restricdo da quantidade de alimento disponivel durante o teste.

Outro fator que pode ter levado aos resultados negativos obtidos neste estudo
pode estar relacionado ao tamanho do aquario de teste. O aquario utilizado nos
testes realizados por DELICIO et al. (2006a) possuiam compartimentos sete vezes
maiores que a média do comprimento dos animais, enquanto que o0s
compartimentos dos aquarios aqui utilizados possuiam pouco mais que o dobro do
comprimento total médio dos animais. Esta pequena relacdo métrica entre o
comprimento total dos animais e o comprimento de cada compartimento pode ter
comprometido o aprendizado, pois o custo de ndo aprender a associacdo era
pequeno, uma vez que 0 acesso entre 0s compartimentos era rapido e nao envolvia
um grande gasto energético, entdo caso o peixe estivesse no lado errado em um
determinado momento de alimentacao ele poderia passar algum tempo ali e entéao
mudar de compartimento a procura do alimento, sem ser prejudicado, uma vez que o
alimento estava disponivel por uma hora. O problema advindo da pequena relacao
métrica entre os animais e os compartimentos pode explicar porque os individuos do
grupo CE, apesar nao terem atingido o objetivo proposto no teste, aprenderam a

permanecer mais tempo no compartimento do meio.

4.2 MEMORIA ASSOCIATIVA

Ambos os grupos (CE e SE) ndo apresentaram diferencas significativas no
desempenho nas Fases 1 e 2, evidenciando que o enriquecimento nao promoveu
melhora nas variaveis avaliadas. O grupo CE apresentou melhor desempenho na
Fasel em relacdo a Fase 2, mostrando que o aprendizado foi adquirido mais
rapidamente quando o animal foi exposto pela primeira vez ao teste.
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BRYDGES & BRAITHWAITE (2009) testando a influéncia no enriquecimento
ambiental na cognicdo de esgana-gato (Gasterosteus aculeatus) nao encontraram
diferengas no aprendizado e na meméria entre individuos mantidos durante dez
meses nas condigdes sem enriqguecimento ambiental comparativamente aos com
enriguecimento ambiental. Os autores sugerem que o tipo de enriquecimento por
eles fornecido (plantas de plastico, substrato pedregoso e potes de plantas que
serviam como abrigo) pode nao ter sido o mais apropriado para estimular os
animais. BRACKE et al. (2006) em uma revisdo sobre diferentes formas de
enriguecimento ambiental para porcos afirmam que objetos de metal ndo sao
adequados para este fim, e que o enriquecimento com palha prové melhores
resultados. DELICIO et al. (2006b) testando a preferéncia de tilapia-do-Nilo em
relacao a trés tipos de ambientes (a. vazio; b. com abrigo; c. com cascalho) verificou
a preferéncia por ambiente enriquecido quando comparados a ambiente vazio. Uma
vez que os animais mostraram preferéncia pelos ambientes enriquecidos é possivel
dizer que os itens utilizados no presente trabalho sdo apropriados para a espécie.

Outro fator levantado por BRYDGES & BRAITHWAITE (2009) para a
auséncia de diferenca no aprendizado e na memdria de animais mantidos em
ambientes com ou sem enriqguecimento ambiental € que na espécie testada
(Gasterosteus aculeatus), tais comportamentos tenham um componente genético

mais relevante, sofrendo assim, menos influéncia do meio.
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5 CONCLUSOES

Para a aplicagcdo de testes que objetivem evidenciar a interacdo entre o
ambiente e as habilidades cognitivas em peixes é necessario considerar fatores
inerentes a biologia, historia evolutiva e relacbes ecoldgicas da espécie na escolha
da metodologia mais adequada & espécie em questao.

Para utilizar o alimento como estimulo em testes de aprendizado é importante
utilizar a restricdo alimentar associada ao jejum. Também é importante submeter os
animais ao jejum e acompanhar a variagdo no peso até que eles apresentem
reducdo no mesmo, garantindo que a privagdo tenha sido efetiva. Ao utilizar o
alimento como estimulo também € importante reduzir o tempo que ele esteja
acessivel aos animais, para aumentar a relevancia do aprendizado.

Os resultados obtidos mostraram que o grupo submetido ao ambiente
enriquecido (CE) apresentou melhor desempenho na primeira fase do teste de
mem©éria associativa bem como algum tipo de aprendizado no teste de associagcao
espaco-temporal, embora ndo tenha atingido o objetivo proposto pelo teste. Estes
resultados indicam uma possivel interacao positiva do enriqguecimento ambiental nas
variaveis avaliadas, entretanto, falhas metodolégicas podem ter influenciado os
resultados.

Mais estudos sdao necessarios para verificar as relacoes entre as habilidades
cognitivas avaliadas e a ecologia da espécie.
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