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Resumo:

Drosophila € um excelente modelo animal para estudos de aprendizagem e
memoria. Entretanto, formas de aprendizagem mais complexas, como a
habilidade de aprender através da observagio de um conspecifico, ndo foram
testadas no género. Com isso, buscamos evidéncias da presenca de
aprendizagem social analisando um estimulo natural das espécies: o
comportamento de corte. Expusemos machos virgens a corte de um casal e
permitimos ao macho experimental realizar duas copuias: uma subsequente a
exposicdo do casal, e outra um dia depois. Comparamos suas performances as
de um grupo controle, que ndo presenciou comportamentos sexuais. Medimos
os comportamentos da laténcia da corte, a corte em si (orientago, "tapping” e
o vibrar de asas), outros comportamentos e a copula em 32 sujeitos
experimentais e 27 controle de D. mercatorum, uma espécie Neotropical. Os
resultados mostram que, embora possua carateristicas ecoldgicas para fal,
esta espécie ndo demonstra aprendizagem social. Seus comportamentos

sexuais s&o regidos em grande parte por mecanismos inatos, que podem,

contudo, ser modificados por experiéncia.




Abstract

Drosophila is an excellent animal model for learning and memory studies.
However, more complex learning forms, as the ability of learning through the
observation of a conspecific, were not tested in the genus. With that in mind, we
looked for evidences of the presence of social learning by analyzing a natural
stimulus of the species: the courtship behavior. We exposed virgin males to the
courtship and mating of a couple and we allowed the experimental subject to
accomplish two matings: one subsequent to the couple's exhibition, and other
one day later. We compared their performances with a group control, which
didn't witness sexual behaviors. We measured the behaviors: courtship latency,
courtship (orientation, tapping and wing vibrating), other behaviors and
copulation in 32 experimental subjects and 27 confrol of D. mercatorum, a
Neotropical species. The results show that, although ecologically fit, this

species doesn't demonstrate social learning. Its sexual behaviors are largely

governed by innate mechanisms that can be, however, modified by experience.
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1. INTRODUCAO

Durante a vida, um animal eventualmente se depara com situages que
desencadeiam comportamentos adequados. Aprender € modificar 0s
comportamentos futuros de forma duravel, em resposta a uma experiéncia
prévia na vida do individuo {Alcock, 1993; Dukas, 1998, Kandel ef al., 2000).
Embora as informagbes adquiridas individualmente nao possam se propagar
geneticamente para os descendentes, a aprendizagem tem um papel
fundamental no sucesso daquele individuo, uma vez que beneficia sua
sobrevivéncia e adequagdo ao meio fazendo com que tenha maiores
possibilidades de produzir descendentes. Dentre as formas de aprendizagem
descritas por psicdlogos, a facilitagdo € a mais simples. Ela é o simples
refinamento da funcdo, o mecanismo pelo qual os animais adequam seus
comportamentos através da tentativa e erro (Lorenz, 1981). Sugere-se que, por
ser uma forma primitiva de aprendizagerﬁ, ela seja compartilhada por todos 0s
grupos animais (Tully et al., 1996) e seja o mecanismo pelo qual eles possam
ajustar comportamentos inatos (Dukas, 1998).

Fendmenos mais complexos de aprendizagem tambeém ocorrem em
muitos grupos animais e dependem de contextos ecolégicos especificos para
surgirem. Um destes fendmenos é a aprendizagem social, i. e., os individuos
podem se beneficiar da experiéncia de outros individuos da mesma espécie
observando seus comportamentos e aprendendo com eles: sempre que 0S
individuos se agregam, ha uma oportunidade para que estes aprendam uns
com os outros (Shettleworth, 1998). Esta aprendizagem complexa ja foi
demonstrada com sucesso em primatas e aves e, por essa razéo, existe uma

visdo antropomorfizada de que formas mais complexas surgiram apenas em
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grupos filéticos de evolugdo mais recente. Na verdade, espera-se que a
aprendizagem social surja em espécies que se agreguem em grupos, que
sejam generalistas e cuja competi¢do por recursos seja intensa (Shettleworth,
op. cit.). Um animal pode se beneficiar da observagao dos comportamentos de
outrem de varias formas. Primeiro, noc caso de ser generalista, evita a
manipulacao de novos itens alimentares contaminados ou venenosos.
Segundo, tendo competicdo intensa, pode aprender a localizar recursos mais
rapidamente. Finalmente, pode aprender o uso de ferramentas e a resolver
problemas comuns a ecologia daquela populagdo. Acredifa-se que esta seja
uma forma genuina de transmissdo de cultura nos animais, definindo cultura
como a transmisséo de infformagdes de uma geragdo 3 seguinte.

Muitas espécies animais poderiam teoricamente ter desenvolvido a
habilidade de aprender por observacdo pois possuem condigdes ecoldgicas
para tal. Drosophila possui estas condigdes: os membros de vdrias espécies se
agrupam nos sitios de forrageio; é generalista, utilizando diversos
microorganismos presentes nos vegetais em decomposigcio; e é um género
cuja competicdo por alimento é intensa e os individuos devem ser rapidos na
localizacéo do mesmo. No entanto, & um género gue apresenta ciclo de vida
curto, portanto, os comportamentos que beneficiem sua reprodugio e
sobrevivéncia devem ser regidos em grande parte por mecanismos inatos que
poderiam ser ajustados por aprendizagem. Por exemplo, acredita-se que um
macho maduro de Drosophila pode mudar suas preferéncias de corte ao longo
do tempo devido aos processos de facilitagdo e aprendizagem associativa

(Jahn, 1997). Assim, uma forte pressdoc de selecdo deve ter selecionado




populacbes capazes de aprender informagdes relevantes do meio de forma a
utiliza-las eficazmente depois.

Em Drosophila, os individuos de varias espécies e em diferentes
estagios de desenvolvimento convivem nos frutos fermentados e dividem seu
tempo forrageando, copulando e ovipositando. Um macho que se aproxima de
um vegetal em decomposicao ird, além de se alimentar, procurar por potenciais
parceiras sexuais que sejam de sua espécie e que estejam disponiveis
sexualmente. Para tal, ele exibe um ritual de corte que & um dos
comportamentos mais complexos em Drosophila (Spieth, 1974; Connolly &
Tully, 1998).

O ritual de corte é dividido em varias etapas que ndo tém uma ordem
precisa (Figura 1), e acredita-se que cada uma destas etapas possuam
significados ecolégicos importantes. Sumariamente, o macho se orienta e
segue um drosofilideo até que, testando-o através do "tapping” (toque com a
pata, onde se localizam quimioreceptores capazes de perceber informagdes
acerca do objeto tocado), reconhega seu género e fertilidade. Caso seja uma
fémea, e caso esta esteja fértii e ndo inseminada, ele ira entdo segui-la
avidamente vibrando as suas asas como um sinal de sua espécie e de seu
vigor (Ewing & Bennet-Clark, 1968; Kyriacou & Hall, 1982; Ritchie ef al., 1999).
A fémea entao reduz a velocidade de marcha e este macho pode se aproximar
e roded-la, ainda vibrando as asas. Se a fémea abrir suas asas em sinal de
aceitacdo, ele ird entdo levar sua proboscide a genitélia da fémea ("licking”) e
podera monta-la e transferir seu esperma (Hall, 1994). E um comportamento
complexo, portanto acredita-se que sua base genética seja forte, sendo um

comportamento estereotipado para nio ser mal interpretado. Ainda assim,




machos devem executar bem este repertério para que consigam o maior
numero possivel de cdpulas em seu breve tempo de prontidao fisiolégica
sexual. Logo, espera-se que sejam capazes de aprender a ajustar este ritual de
forma a maximizar seu sucesso reprodutivo e certamente Drosophila tem as

capacidades cognitivas para tal.
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Figura 1: Ritual de corte em Drosophila. Retirado de Powell (1997).

Ao contrario do que se acreditava, invertebrados ndo possuem apenas
comportamentos inatos: varias formas de aprendizagem foram demonstradas
em Drosophila. O mini-cérebro desta mosca é ailtamente qualificado para
estudos acerca das fungdes cognitivas basicas (Menzel & Glurfa, 1999). Muitos
pesquisadores procuram pelas bases genéticas da aprendizagem e memoria
em humanos utilizando como modelo mutacdes em Drosophila (Corfas &
Dudai, 1991, Folkers ef al. 1993; Tully, 1994, 1996; Tully ef a/., 1994; DeZazzo
& Tully, 1995; Connolly et al., 1996; Préat, 1998). Habituacdo, sensitizacdo e
aprendizagem associativa podem todas ser demonstradas dentro do contexto

de muitos comportamentos de Drosophifa, incluindo a corte de machos (Hall,




1994). Os condicionamentos classico (Quinn ef al, 1974; Quinn & Dudai,
1978) e operante (Xia et al., 1997, 1998, 1999), assim como a facilitag&o, estéo
presentes nas capacidades cognitivas deste animal t&o pequeno (Brembs &
Heisenberg, 2000). Nos condicionamentos para odores, tanto o
condicionamento apetitivo (Tempel et ‘al., 1983), que causa uma maior taxa de
resposta pelo individuo, quanto o aversivo (Quinn ef al, 1974; Préat, 1998),
que causa o cessar das respostas, foram demonstrados em Drosophila. Estes
procedimentos experimentais se tornaram os mais utilizados para se entender
aprendizagem e memdria por possuirem naturezas robustas e facilidade de
utilizagéo (Meller & Davis, 1996).

Embora o uso de mutantes de Drosophila em pesquisas de
aprendizagem e memdria seja valido, j&4 se sabe que muitos apresentam
anomalias em sua anatomia e morfologia (Tempel et al., 1983; Jahn, 1997). Na
maioria dos estudos ndo houve uma preocupagdo em se utilizar o tipo
selvagem e, quando o fazem, grande parte dos estimulos apresentados ndo
sao condizentes ao que se encontra in vivo para tal género. Logo, muitas das
conciusbes acerca da memdria em Drosophila podem ndo ser totalmente
verdadeiras ja que os sujeitos, os estimulos e o ambiente de experimentagao
sio artificiais, fruto de manipulagéo laboratorial (Hali, 1994).

Assim, por ser um excelente modelo tedrico, Drosophila é amplamente
utilizada em estudos genético-moleculares. Embora possua caracteristicas
cognitivas importantes, além da presenga de varias formas de aprendizagem
muito semelhantes com grupos carismaticos como mamiferos e aves (Tully et

al., 1996), a verificagéo de aprendizagem social nunca foi antes testada. Com o
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objetivo de investigar a presenca de aprendizagem social em Drosophila as

seguintes hipéteses foram levantadas:

2= HIPOTESE 1: Hipé6tese da Aprendizagem Social

Machos virgens, ao observar a corte e a copula de um macho conspecifico,
aprenderiam a melhorar suas préprias performances de corte.

%= HIPOTESE 2: Hipé6tese da Facilitagdo

Machos aprenderiam a melhorar suas performances de corte através da sua |
propria experiéncia, ou seja, gquanto maior o numero de coépulas, mais §
adequado o seu comportamento. ‘

No presente estudo, além de levantarmos informacdes relevantes acerca
da biclogia de D. mercatorum, tivemos o cuidado de montar um aparato
experimental que pudesse refletir 0 ambiente onde machos e fémeas, virgens e
inseminadas, estivessem todos presentes. Ao contrario de pesquisas
anteriores, optamos por estudar os comportamentos sexuais como estimulo
porque sao comportamentos comuns a todas as moscas deste género e de
importancia vital para o fluxo génico, ou seja, estes comportamentos
constituem um forte estimulo natural das espécies. Procuramos manter as
varidveis ambientais 0 mais controladas possiveis e restringimos nossa
pesquisa a procurar por evidéncias que suportem a validez da utilizagdo de

Drosophila em estudos cognitivos.




2. MATERIAIS E METODOS

2.1.MATERIAL BIOLOGICO

Drosophifa mercatorum (Paterson & Wheller, 1942) pertence ao
subgrupo mercatorum do grupo replefa. Com base na morfologia dos
cromossomos metafésicos e na distribuicao geogréfica, a espécie é dividida em
duas subespécies: D. m. mercatorum, que ocorre no Peru, Coldmbia, America
Central e do Norte, Havai, Australia, Africa, Europa e Asia, geralmente estando
associada ao homem, e D. m. pararepleta, que ocorre a leste dos Andes, em
dreas de vegetacdo aberta, dreas secas e matas (Vilela et al, 1983; Sene,
1983). Wasserman (1982) sugere que as subespécies de D. mercatorum se
originaram nas planicies do Brasil-Bolivia e que D. m. mercatorum tenha se
originado de populacGes marginais de D. parareplefa. Escolhemos usar D. m.
pararepleta por ser uma espécie neotropical representativa do género, com
ampla distribuicao no Brasil Central (Val ef a/., 1981). Neste trabalho utilizamos
a linhagem D33F43 proveniente de Cristalina, GO, cujas medices de
frequéncia sonora ja sdo conhecidas (Manfrin ef al., 1997).

A manipulagdo seguiu os padroes adotados por drosofilistas {Roberts &
Standen, 1998), e de acordo com o Guia Para o Uso de Animais em Pesquisa
(Martin & Bateson, 1998). Para a realizag&o dos experimentos 0s sujeitos eram
anestesiados e coletados ao acaso logo apds sua emergéncia da pupa, €
deixados para amadurecer sexualmente por sete dias. Para minimizar os
efeitos da manipulagéo utilizamos anestesia & base de CO, com recuperagao
completa dos individuos em trinta segundos. Os individuos foram mantidos no
laboratério em frascos de vidro de 110 mi preenchidos em parte com meio de

cultura & base de banana, dentro de uma estufa a 25 + 1°C com 12/12 horas de




ciclo de claro/escuro (Jacobs, 1960; Hirsch et al., 1995; Helfrich-Forster, 1996).
Os machos foram mantidos isolados enguanto fémeas foram mantidas em um

mesmo frasco.

2.2.LOGISTICA

Os comportamentos dos sujeitos foram observados sob
esteromicroscépio Zeiss SV 6, mediante o uso de dois tipos de camaras de
acrilico manufaturadas especialmente para o presente estudo (Figura 2). O
primeiro tipo (A), denominado "Camara de Observacao", possui um anteparo
descontinuo que permite a livre passagem de estimulos visuais, olfativos e
sonoros entre o sujeito experimental e o casal sendo observado. Ela foi
utiizada na primeira etapa experimental, onde o macho experimental
observava a corte e copula de um casal da mesma espécie sem gue pudesse
interferir nos processos do mesmo. O segundo tipo (B), denominado "Camara
Nupcial', ndo possui anteparo e foi destinado as etapas dois e trés do
experimento, onde um casal péde exercer seus comportamentos de corte e
copula livremente. Ambas camaras possuem o mesmo diametro e altura,
especificados de acordo com a capacidade de percepgio offativa destas
moscas (Cobb & Ferveur, 1996, Jahn, 1997), com o intuito de prender a
atengdo do Macho Experimental. O desenho das camaras foi modificado de
Manfrin et al. (op.cit.) e aos individuos era permitido um tempo de habituagao
nas camaras para a minimizagdo das perturbagdes sofridas na manipulagéo.
Apoés o experimento, as camaras foram cuidadosamente lavadas com alcool
70% para eliminarmos os efeitos dos ferorménios deixados pelos individuos

durante a corte e copula e reservadas até o completo secamento. A coleta de




dados foi feita com o auxilio de um software de andlises etolégicas (Etholog

versao 2.2.5; Ottoni, 1999).

(A) i B
o e \ LI m

T T B NI ﬂ—ﬂ}

Figura 2: Camaras de acrilico modificadas de Manfrin et al. (1997) para a realizagao
dos experimentos. (A) Camara de Observagdo ulilizada na primeiro etapa
experimental (treino), onde o macho virgem, separado pelo anteparo, pode observar
sem interferir na corte ou na copula do casal presente no compartimento adjacente.
(B) Camara Nupcial utilizada nas etapas dois e trés (testes) do experimento onde os
machos podem cortejar € copular livremente com a nica fémea presente.

2.3.DESENHO EXPERIMENTAL.:

Os experimentos foram realizados no periodo de maior atividade das
moscas, pela manhé e ao final da tarde, com os sujeitos sendo treinados e
testados sempre no mesmo horario do dia (Hardeland, 1972; Cole, 1995). A
sesséo, que era iniciada com a introdugdo da fémea, foi classificada em quatro
partes, de acordo com os comportamentos exibidos: a laténcia da corte (tempo
entre a introdugéo da fémea e o inicio de postura de corte pelo macho), a corte
em si, o tempo de cdpula e outros comportamentos (Figura 3). A sessao era
terminada assim que a fémea repelisse o macho montante, ou, no caso de nao

haver copula, perdurava por no maximo quinze minutos.
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Sessio

| [ | ]

laténcia corte outros copula
da corte comportamentos
|
[ I |
orientagéao tapping vibrar
de asas

Figura 3: Dados coletados no presente estudo. A sesséo se inicia com a introdugdo da
fémea virgem e perdura até que haja a finalizagdo da copula, ou por até quinze minutos
caso ndo copulem. A laténcia da corte indica o tempo (segundos) que o macho leva
entre a introdugfio da fémea e o inicio dos comportamentos de corte. Os componentes
da corte medidos nesta pesquisa foram a orientagéo, o “tapping” e o vibrar de asas. A
ordem representada acima néo é real, os comportamentos da corte ocorrern em ordem e
tempo variaveis e intercalados com outros comportamentos, como a limpeza, 0 descanso
& a marcha espontédnea.

Os elementos comportamentais foram analisados de acordo com sua
duracdo em segundos. Os comportamentos de corte analisados foram a
orientacdo e perseguicdo a fémea, o “"tapping" e o vibrar de asas. Os
comportamentos de ‘licking" (o0 macho leva a prosbécide ao ovipositor), o
“"clipping" das asas de machos (abrir e fechar as duas asas em um angulo de
90" sem vibragdo e produgéo de som) e o comportamento de rodear a fémea
foram bem menos freqientes e por isso ndo foram selecionados para serem
medidos. Outros comportamentos medidos, mas n&o relacionados com a corte,
como o descanso, a limpeza (grooming), a extensdo da prosbécide e as
atividades de marcha espontanea, foram todos incluidos em uma sé categoria;
outros comportamentos.

Os machos virgens, quando maduros sexualmente, passavam por trés

etapas experimentais a saber {esquematizadas na Figura 4):




2.3.1. 12 ETAPA EXPERIMENTAL (TREINO):

O Macho Experimental era depositado no compartimento de menor area
da Camara de Observacéo, onde se habituava por um periodo de 10 minutos
(n° 1, Figura 4, Gisquet-Verrier et al., 1989). Introduzia-se entdo o macho
experiente (por haver realizado pelo menos uma copula com sucesso) no
compartimento restante da camara (n° 2, Figura 4). Uma fémea virgem
escolhida ao acaso era entéo introduzida junto ao macho experiente, iniciando
a sessdo (n° 3, Figura 4). Logo, o Macho Experimental observava o macho
experiente cortejar e copular (quando aceito) sem poder exercer gualquer tipo
de intromissdo. Assim que a copula era terminada pela fémea, esta era
aspirada e depositada em um frasco contendo meio de cultura onde era-the
permitido ovipositar em um prazo de trés dias, sendo depois descartada. O
macho experiente era também aspirado e retornava ao seu frasco original. O
Macho Experimental, que presenciava e observava a corte e a copula do casal,

passava a segunda etapa do experimento.

2.3.2. 22 ETAPA EXPERIMENTAL (TESTE 1. imediatamente apos a

observacgio):

Imediatamente apds o término da primeira etapa, o Macho Experimental
era aspirado da Camara de Observagéo e era introduzido na Camara Nupcial,
descansando por dez minutos para uma diminui¢éo dos efeitos da manipulagéo
(n° 4, Figura 4). Apés este tempo, uma segunda fémea virgem, também
escolhida ao acaso, era introduzida na mesma camara para que 0 macho
virgem pudesse corteja-la e eventualmente copular (n° 5, Figura 4). O objetivo

desta etapa era o de medir quanto tempo este macho levava para exercer os




mesmos comportamentos do macho experiente ao qual ele havia observado
minutos antes. Assim que a sessao estava terminada, esta segunda fémea era
também coletada e depositada em um frasco nove onde poderia ovipositar em
um prazo de trés dias. O Macho Experimental era entéo aspirado e retornava
ao seu frasco original, descansando para a terceira e Ultima etapa

experimental.

2.3.3. 32 ETAPA EXPERIMENTAL (TESTE 2 - vinte e quatro horas apos

a observagao)

Esta etapa era realizada 24 horas apés a segunda etapa e correspondia
exatamente aos mesmos procedimentos descritos na etapa anterior: a0 Macho
Experimental utilizado nas duas etapas anteriores era permitido cortejar e
copular liviemente com uma fémea virgem escolhida ao acaso e de mesma
idade da fémea utilizada no dia anterior (n° 6, Figura 4). O objetivo aqui foi o de
se testar a retencéo das informagdes adquiridas na segunda etapa, seja por
observagédo (aprendizagem social), seja pela propria experiéncia (facilitacao).
Aqui a femea também era retirada assim que se findava a sess&o e depositada
em um frasco novo onde poderia ovipositar por trés dias. E importante ressaltar
que neste momento este mesmo Macho Experimental poderia ser designado
"macho experiente" ((*), Figura 4) podendo, assim, também ser observado por

um novo macho virgem, fechando o ciclo dos sujeitos experimentais.
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Figura 4: Diagrama das trés etapas pelas quais passa o sujeito experimental. Na primeira (Treino,
em azul), o Macho Experimental (em laranja) € posto na parte de menor 4rea da Camara de
Observagéo por dez minutos (1). O macho experiente que sera observado (em azul) é entdo
introduzido na outra parte da camara (2) seguido de uma fémea virgem (em verde), dando inicio
a sesséo (3). O Macho Experimental observa o ritual de corte e a copula do casal. Na segunda
etapa (Teste, em vermelho), que ocorre imediatamente apds a primeira, 0 Macho Experimental é
depositado na Camara Nupcial por dez minutos {4). Uma fémea virgem é entdo introduzida
dando inicio 4 sessdo {5) e o macho pode corteja-la e monta-la livremente. Sdo medidos a
laténcia e os componentes da corte, outros comportamentos e a coépula. Apos o término da
copula, a fémea é aspirada e colocada em um novo frasco onde pode ovipositar por 3 dias. O
macho retorna ao seu frasco original e é deixado para descansar por 24 horas, passando a
etapa seguinte. A terceira etapa (Treino 24 horas, em verde) ocorre 24 horas apds a precedente
e 0 macho pode cortejar e copular liviemente com a fémea virgem (6). Esta fémea também sera
mantida em um frasco novo para que oviposite por trés dias e 0 Macho Experimental pode agora
ser designado "macho experiente” (*) e retornar & primeira etapa com a participagdo de um novo
macho virgem observador. Para termos de comparagio, um grupo controle é sujeito as mesmas
etapas difetindo apenas na primeira (treino) onde o individuo néo assiste a um casal copular,
mas apenas uma fémea virgem.




2.4. GRUPO CONTROLE

Um grupo controle também passava pelas trés etapas acima descritas,
porém nao assistia a uma copula na primeira etapa mas sim apenas a uma
famea virgem. Estes sujeitos virgens eram escolhidos ao acaso e provinham da
mesma populagdo dos machos experimentais. As sessbes foram realizadas

nos mesmos hordrios e da mesma forma em ambos 0s casos.

2.5.A EVENTUAL TERCEIRA COPULA

Os machos experimentais, apés terem passado pelas trés etapas do
experimento, passaram a ser designados como experientes (ver n° 6 (*), Figura
4) e puderam ser observados por novos machos virgens, fechando o ciclo dos
sujeitos. Com isso, obtivemos amostras de uma terceira codpula, cujos
parametros puderam ser comparados com os testes 1 e 2. Se as diferengas
encontradas entre as duas copulas subsequentes fossem resultado da
experiéncia do macho, logo uma terceira poderia nos dar indicios de que

existisse um padrio nas variaveis medidas.

2.6.NUMERO DE DESCENDENTES

Com o objetivo de verificar se alguma das variaveis medidas tem influéncia
sobre a quantidade de descendentes que um macho pode produzir por copula,
as fémeas que participaram dos experimentos foram mantidas em frascos
contendo meio de cultura onde poderiam ovipositar por trés dias. Destes ovos
eclodiam as larvas e, destas, apos emergéncia da pupa, vieram os adultos que
foram entdo contados. Assim, censos diarios dos adultos foram realizados para
cada fémea a partir da primeira emergéncia da pupa, e perduraram até que se

completassem quinze dias ap6s a emergéncia do ultimo adulto, quando ent&o o




vidro era descartado. Estes censos foram realizados sempre no mesmo horario
do dia e os sujeitos eram transferidos a um frasco de vidro vazio para serem
entdo anestesiados e separados por sexo. Dentre estes sujeitos eram
escolhidos ao acaso os que iriam participar do experimento. Novamente, os
machos foram isolados e as fémeas depositadas em conjunto, ambos em

frascos contendo meio de cuitura & base de banana.




3. RESULTADOS

3.1.RESULTADOS GERAIS

Foram analisados 40 machos experimentais e 37 machos controle,
totalizando mais de 200 copulas assistidas em mais de 3000 minutos de
observagdo. Os machos que nao copularam durante as observagbes foram
excluidos das anélises: 20% de machos experimentais (8 individuos) e 27% de
machos controle (10 individuos). A Tabela 1 mostra os resultados gerais
obtidos no presente estudo.

A duracdo das seguintes varidveis foi medida: sessao, iaténcia da corte,
comportamentos de corte, tempo de copula e outros comportamentos néo
relacionados com o ‘display’ sexual. Como nenhuma destas variaveis
apresentou distribuicdo normal (Teste de normalidade D'Agostino-Pearson,
Biostat 2.0 (Ayres ef al., 2000)), usamos o teste U de Mann-Whitney (a=5%, 1
df.. SYSTAT 7.0), que apresenta 95% do poder estatistico do teste t de Student
(Zar, 1999), para efetuarmos as eventuais comparacgges.

Os machos passaram a maior parte da sessdo copulando (em média
52% do tempo de sess&o). Outros comportamentos, n&o relacionados com a
corte, como o descanso, a marcha espontanea, a limpeza e a extensdo da
prosbécide representaram cerca de 19% do tempo de sess&o. Os
comportamentos de corte, que incluem o tempo em que o macho levava se
orientando e seguindo a fémea, testando-a através do "tapping" e vibrando as
suas asas, somaram em média 17% do tempo de sess&o, dos quais 78%
correspondiam & orientagdo, o componente comportamental que mais

contribuiu para esta durago.
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3.2.TESTANDO A HIPOTESE DA APRENDIZAGEM SOCIAL. (Sujeitos C
vs E)

Os grupos de sujeitos controle e experimentais ndo diferiram
significativamente nos tempos de sesséo (U=1849, p=0.51), laténcia da corte
(U=2043.5, p=0.09), nos comportamentos de corte (U=1821.5, p=0.61), em
outros comportamentos {(U=1591, p=0.46) e nem no tempo de cdpula (U=1625,
p=0.58; Figura 5). Ndo houve diferenca significativa também na dura¢éo dos
componentes comportamentais da corte que foram analisados: a orientagdo
(U=1899.5, p=0.35), o "tapping’ (U=1808.5, p=066) e o vibrar de asas

(U=1580, p=0.42; Figura 6).
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Figura 5: As duragdes das sessdes, do tempo de cdpula, de outros comportamentos, da
laténcia da corte e da corte em si ndo foram estatisticamente diferentes (p>0.05} entre os
sujeitos controle {C) e experimentais (E). Os blocos representam a amplitude de 50%
dos valores e a linha horizontal a mediana {4, em segundos). As linhas verticais
representam a amplitude dos dados do primeiro ac terceiro quartil e os circulos os casos
de valores extremos ("outliers").
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Figura 6: A duracdo dos elementos que compde a corte analisados neste
experimento ndo foram estatisticamente diferentes (p>0.05) entre os sujeitos
controle (C) e experimentais (E). (A) orientagdo, (B} "tapping” e {C) vibrar de
asas. Os blocos representam a amplitude de 50% dos valores e a linha
horizontal a mediana {4, em segundos). As linhas verticais representam a
amplitude dos dados do primeiro ao terceiro quartil e os circulos os casos de
valores extremos ("outliers™).
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3.3. TESTANDO A HIPOTESE DA FACILITAGAO (TESTE 1 vs 2)

N&do havendo distincbes entre os tratamentos dados aos machos
(controle e experimentais), pudemos agrupa-los em uma s4 populagao e
comparar suas performances entre o teste imediato & observagdo da corte
(teste 1, etapa 2) e o teste 24 horas depois (teste 2, etapa 3) de forma a termos
acesso as mudancas em seus comportamentos provindos da sua propria
experiéncia de copula através da facilitagdo. Com relagéo ao desempenho dos
machos nesses testes, ndo foram encontradas diferencas significativas na
duragido da sessado (UJ=1533, p= 0.26) e nem no tempo gasto em outros
comportamentos (U=1543, p=0.29, Figura 7). A similaridade encontrada entre a

duracéo das copulas nos testes 1 e 2 foi muito alta (U=1720, p=0.91, Figura 7).
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Figura 7. Comparacgao do teste imediato a ochservagéo da corte (tesiel, etapa
2) e o teste realizado 24 horas depois (teste2, etapa 3). N&o foram
encontradas diferengas significativas (p>0.05) na duragio das sessdes; em
outros comportamentos ndo relacionados com a corte (limpeza, descanso,
extensio da prosbdcide e marcha espontanea; e nem duragéo da cépula. Os
blocos representam a amplitude de 50% dos valores e a linha horizontal a
mediana (4, em segundos}. As linhas verticais representam a amplitude dos
dados do primeirc ao terceiro quartil e os circulos os casos de valores
extremos ("outliers").
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A laténcia da corte diferiu entre os testes (U= 2118.5, p=0.04, Figura 8-
A), sendo menor no segundo teste. A duragdo total da corte (orientagéo,
"tapping" e vibrar de asas, em conjunto) foi significativamente mais longa no

segundo teste (U=1334, p=0.03, Figura 8-B).

300 "
@ | :
Wi i o ‘
[ | .
14 | |
8 200 ‘
< i ° o
a ! 2 \
< : a
]
qé 100 o
= : |
| - 1
01 [":.j] @
(A) 1 2
TESTE
300 o
|
e | *
W 1
x 200- [
QO o
S |
S i |
o A
O 100I ]
I '
o
=
o I
(B) 1 2
TESTE

Figura 8: Comparagio do teste imediato a observaco da corte (testel, etapa
2) e o teste realizado 24 horas depois (teste2, etapa 3). (A} Laténcia da Corte
(tempo entre a introdugdo da fémea e o inicio de postura de corte pelo
macho); (B) duragdo total da Corte. {(*}=p<0.05. Os blocos representam a
amplitude de 50% dos valores e a linha horizontal a mediana (y, em
segundos). As linhas vericais representam a amplitude dos dados do
primeiro ao terceiro quartil e os circulos os casos de valores extremos
("outliers").

29




Os componentes comportamentais da corte que foram responsaveis
pela diferenga constatada foram a orientagéo (U= 1279, p=0.01, Figura 9-A)
e o tapping (U=1277, p=0.01, Figura 9-B). O vibrar de asas no diferiu entre

os testes (U=1619, p=0.51, Figura 9-C).
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Figura 9: Dentre 0s componentes da corte, apenas a orientagio (A) e o tapping {B)
foram significativamente diferentes enire o teste 1 e o teste 2, (*)=p<0.05. {C)
duracdo do vibrar de asas. Os blocos representam a amplitude de 50% dos
valores e a linha horizontal a mediana (4, em segundos). As linhas verticais
representam a amplitude dos dados do primeiro ao terceiro quartil e os circulos os
casos de valores extremos ("outliers”).




3.3.1. EXISTE UM PADRAO? Analisando uma terceira copula

A duragdo dos comportamentos de uma terceira copula foi medida
(cépula 3, n=21) utilizando os sujeitos que haviam participado do projeto e
puderam ser observados por novos machos virgens. Assim como nas
comparagbes anteriores, néo diferiram entre as trés copulas (teste U de Mann-
Whitney, a=5%, 1 df.; SYSTAT 7.0): o tempo de sessdo (entre as copulas 2 e
3: U=750, p=0.15; entre 1 e 3: U=662, p=0.64), os outros comportamentos
(entre 2 e 3: U=695, p=0.41; entre 1 e 3: U=602.5, p=0.85) e a duracio da
copula (entre 2 e 3: U=723, p=0.26; entre 1 e 3: U=698, p=0.39).

Como nos resultados anteriores (ver Figura 8-A) , a laténcia da corte foi
significativamente diferente entre as cpulas 2 e 3 (U=798.5, p=0.05, Figura 10-
A) e entre as cépulas 1 e 3 (U=884, p=0.004, Figura 10-A). Contudo, contrario
ao observado entre os testes 1 e 2 (ver Figura 8-B), a duragéo total da corte
nao diferiu entre as copulas 2 e 3 (U=666, p=0.61, Figura 10-B) e nementre 1 e
3 (U=481, p=0.13, Figura 10-B). O mesmo foi verificado quando analisamos
isoladamente os elementos desta corte. A duragdo da orientagdo foi
significativamente semelhante tanto entre as copulas 2 e 3 (U=644, p=0.79,
Figura 11-A) quanto entre as copulas 1 e 3 (U=456, p=0.07, Figura 11-A),
apesar de ter diferido entre os testes 1 e 2 (ver Figura 9). O mesmo se repete
para o "tapping" (entre 2 e 3: U=720, p=0.27; entre 1 e 3: U=569, p=0.58,
Figura 11-B) e para o vibrar de asas (entre 2 e 3: U=768, p=0.10; entre 1e3:

U=716.5, p=0.29, Figura 11-C).
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Figura 10: Comparagéo do teste imediato 3 observagio da corte (teste1, etapa
2) do teste realizado 24 horas depois (teste2, etapa 3) e uma terceira copula.
(A) Laténcia da Corte (tempo entre a introdugdo da fémea e o inicio de
postura de corte pelo macho); (B) duragdo total da Core. (*)=p<0.05. Os
blocos representam a amplitude de 50% dos valores e a linha horizontal a
mediana (u, em segundos). As linhas verticais representam a amplitude dos
dados do primeiro ao terceiro quartii e os circulos os casos de valores
extremos ("outliers”).
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Figura 11: Comparacdo dos elementos da corte no teste imediato a
observagdo da corte (teste1, etapa 2) do teste realizado 24 horas depois
(teste2, etapa 3) e uma terceira copula. (A) Orientagio; (B) "Tapping"; (C)
Vibrar de asas. (*)=p<0.05. Os blocos representam a amplitude de 50% dos
valores e a linha horizontal a mediana (u, em segundos). As linhas verticais
representam a amplitude dos dados do primeiro ao terceiro quartl e os
circules os casos de valores exiremos ("outliers"),
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3.4.NUMERO DE DESCENDENTES

Foram analisadas as proles de 131 fémeas que produziram em média 87
+ 36 descendentes em um periodo médio de 22 dias. A raz&o sexual foi de 1:1
entre fémeas e machos que emergiram das pupas (em média 41 + 18 fémeas e
45 + 19 machos). Nao foram encontradas diferengas significativas entre o
namero de descendentes adultos produzidos pelos machos controle e
experimentais (teste U de Mann-Whitney; n=118, 1 df., p>0.05; SYSTAT 7.0) e
a prole produzida nas diferentes cépulas também n&o foi diferente (teste

Kruskal-Wallis; n=139, 2 df., p>0.05; SYSTAT 7.0, Figura 12).
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Figura 12: Ndmero de descendentes adultos provindos dos diferentes tempos de corte
apresentados nas trés copulas. 1=primeiro teste (em azul), imediato & observacéo da
corte; 2= segundo teste (em vemelho) realizado 24 horas apds a observagéo;
3=terceira copula (em verde), quando os machos eram entdo observados.
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4. DISCUSSAO

4.1.RESULTADOS GERAIS

Dentre os 77 sujeitos, 18 ndo foram capazes de atingir a copula no
tempo previsto de sesséo por terem sido ciaramente rejeitados pelas fémeas
que os repeliam com chutes e outros comportamentos aversivos. Embora
muitos pesquisadores tenham investigado os critérios que regem a escolha do
parceiro pelas fémeas, esses ainda ndo séo totalmente conhecidos (Sturtevant,
1921; Manning, 1967; Cook & Cook, 1975; Spiess, 1982; Cobb & Ferveur,
1996; Wiley & Poston, 1996, Yamamoto et al., 1998). Contudo, enumeramos
alguns destes critérios que poderiam estar agindo de forma unitaria ou em
conjunto. Primeiro, a fémea sinaliza sua condi¢do fisioibgica através da
presengca de duas classes de ferormdnios: afrodisiacos, como o 7,11
heptacosadieno (7,11 HD), que indica sua disponibilidade para acasalar e
estimula o vibrar de asas no macho, e antiafrodisiacos, como o 7-iricoseno (7-
T), que reduz a taxa de corte pelo macho (Cobb & Ferveur, 1996). A percepcao
e discernimento destes ferorméonios por parte do macho sé&o importantes nos
processos de rejeicdo e aceitagio pela femea (Hall, 1994), mas s&o muito
dificeis de serem controlados experimentalmente. Segundo, o vibrar de asas
tem papel importante na sinalizagéo da condicgdo do macho (Hoikkala et al.,
1998) e seriam necessarios esforgos para se medir as frequiéncias sonoras dos
individuos rejeitados, o que néo foi o propdsito deste projeto. Finalmente, os
sinais morfométricos seriam outra possibilidade, porém n&o foram encontradas
correlagdes significativas entre tamanho do corpo, assimetria flutuante em

tracos bilaterais e 0 sucesso reprodutivo em varias espécies de drosofilideos
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(Krebs & Markow, 1989; Whittier & Kaneshiro, 1995, Markow et al., 1996;
Boake ef al, 1997 Boake & Konigsberg, 1998; Promislow ef al., 1998). Nao
podemos, assim, afirmar certamente quais os elementos que promoveram esta

rejeicao.

4.2, TESTANDO A HIPOTESE DA APRENDIZAGEM SOCIAL (C vs E)

O tratamento dado aos machos parece néo ter causado nenhum efeito
nas varidveis medidas neste experimento, uma vez que machos controle e
experimentais n&o diferiram na duragdo de nenhum dos comportamentos
medidos.

Teoricamente, essa semelhanca observada entre os dois grupos de
machos poderia ser um artefato causado pelo efeito da manipulagdo ou do
aparato. Acreditamos n&o ser este o caso por trés razdes. Primeiro, os machos,
quando infroduzidos nas camaras, foram devidamente manipulados com um
nivel minimo de estresse e o tempo de habituagéo proposto foi o suficiente
para que 0 macho se engajasse em comportamentos de descanso e limpeza
ap6s exploragdo da camara. Segundo, foi demonstrado que a anestesia,
mesmo aplicada com 20 horas de antecedéncia, tem um efeito limitante em
estudos comportamentais com Drosophila (Barron, 2000). Contudo, os
individuos utilizados neste experimento foram anestesiados apenas na coleta
pds emergéncia da pupa, ou seja, sete dias antes dos testes, e se espera que
este tempo tenha sido suficiente para o completo desaparecimento dos efeitos
do anestésico. Finalmente, os machos virgens, quando colocados em separado
na camara, pareciam ter sua atengdo concentrada na corte do macho
demonstrador pois se mostravam agitados e se orientavam e tentavam seguir o

casal mesmo com o aparato o impedindo. Assim, ndo acreditando serem estes
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resultados um puro efeito da logistica, sugerimos que ndo ha aprendizagem
social em Drosophila mercatorum para os comportamentos de corte.

Drosophila possui uma peculiaridade interessante. Alguns animais, como
mamiferos e aves, podem aprender diferentes significacbes para o mesmo
estimulo quando este é apresentado em contextos diferentes. O animal pode,
entdo, considera-los entidades sensérias separadas que podem ser associadas
de diferentes formas. Para tal, conta com diferentes substratos neurais
responsaveis pelo processo de formas de aprendizagem distintas. Contudo,
Drosophila utiliza um sistema diferente: os sinais contextuais e os estimulos
condicionados sdo filtrados pela mesma estrutura cerebral, 0s corpos
cogumelosos (Armstrong et al., 1998; Heisenberg, 1898, Wolf et al, 1998).
Logo, Drosophila ndo deve possuir a flexibilidade necessaria para estabelecer
conexdes diferentes, condicionais, entre estimulos condicionados e ¢ contexto
(Menzel & Glurfa, 1999; Liu ef al., 1999), ou seja, um macho que observa outro
cortejar pode ndo associar aquele comportamento ao seu proprio,
considerando-os entidades distintas e ndo associativas. Experimentos de
condicionamento aversivo de odores realizados com D. melanogaster
mostraram que o comportamento de um individuo ndo é influenciado pelo
comportamento de outros membros do mesmo grupo em um contexto alimentar
(Tully ef al., 1994; DeZazzo & Tully, 1995), mostrando semelhanga com nossos
resultados no contexto reprodutivo.

Segundo Futuyma (1998), se os gendtipos diferem no grau em que cada
comportamento pode ser modificado por experiéncia, entéo a extensdo em que
cada comportamento é inato ou aprendido pode evoluir por selegéo natural. A

quantidade de modificacdo por aprendizagem freqlentemente parece ser




adaptativa, de acordo com a ecologia e 0 modo de vida da espécie. Se a
espécie é selecionada a aprender apenas aquelas tarefas vantajosas a ela,
entio a habilidade de aprender seré altamente dependente do contexto em que
aquela espécie evoluiu.

Assim, passamos a analisar a ecologia de nossa espécie de estudo.
Pertencente ao grupo repleta, no qual nac se conhece especificidade com
plantas hospedeiras, Drosophila mercatorum & uma espécie generalista e
altamente competitiva por seus recursos, compostos por microorganismos que
se desenvolvem em diferentes plantas, como Palmae, Bromeliaceae,
Euphorbiaceae, Loganiaceae, Rubiaceae, Moraceae, Cactaceae e
Leguminosae (Pereira et al, 1083). Ser generalista significa também
experimentar itens alimentares que possam ser impalataveis ou até mesmo
venenosos. Neste caso, as populagdes de Drosophila que investiram tempo e
energia consumindo itens alimentares que fossem nocivos & sua sobrevivencia
provavelmente sofreram diminuicdo de seu valor adaptativo, ou até mesmo
morte. Ndo seria adaptativo a uma mosca de ciclo de vida curto possuir tal
fiexibilidade. Assim, as populagbes devem ter sido moldadas a perceber €
utilizar apenas uma parte dos microorganismos presentes em tecidos vegetais
em decomposicéo pois os gendtipos das populagdes que permitiam uma maior
variedade de itens em sua dieta, incluindo os nocivos, devem ter sofrido queda
em sua frequéncia, ou até mesmo extincao.

Quanto a socialidade, os individuos de D. mercatorum se agregam em
grupos nos sitios de forrageio, onde tém a oportunidade de aprenderem uns
com os outros. Entretanto, nestes locais coexistem varias espécies de

drosofilideos e em diferentes estagios de desenvolvimento e & comum vermos
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varios machos cortejando fémeas, inclusive de espécies diferentes da sua.
Assim, ndo seria vantajoso aprender variagoes provindas de outras espécies
pois estas mesmas poderiam diminuir a receptibilidade das fémeas
conspecificas.

No geral, parte do que faz a aprendizagem social possivel s&o as
especializagées de percepgdo, atengao ou motivacdo (Shettleworth, 1998).
Sendo assim, precisamos analisar em maiores detalhes como € 0 qué um
animal pode aprender do comportamento de outro. A ag&o do demonstrador,
ou alguma parte dela, chama a ateng&o do observador para certos estimulos
do meio. Quando o observador se depara com estes estimulos, pode entao
liberar o comportamento requerido. Sendo assim, nao é o observador em si
que desencadeia uma resposta e sim os estimulos presentes no ambiente no
qual ele se encontrava quando da observagéo (Heyes et al., 2000). Logo, a
atencdo do observador é chamada para 0s elementos do meio, no caso, para a
fémea e para o0 aparato experimental € nao para 0s comportamentos do macho
demonstrador. Com isso, quando colocado sozinho com uma fémea virgem, o
observador seré estimulado a exercer comportamentos de corte e nao
sabemos se foi estimulado pela fémea per se, pelos estimulos do meio
apresentado anteriormente ou por caracteristicas da fémea que, naturalmente,
estimulariam qualquer macho, como seu movimento ou seu ferormonio
afrodisiaco.

Tomados em conjunto, estes resultados nos levam a crer que
fendmenos de aprendizagem social ndo devem estar presentes em espécies,
como D. mercatorum, que possuam ciclo de vida curto e sofreram pressdes de

selecéo ao longo do tempo a moldar seu gendtipo a ponto de maximizar a
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percepcdo e captagdo de recursos. Com este tipo de restricdo, os
comportamentos devem ter se tornado rigidos, pouco variaveis, com um forte
componente inato. Logo, no contexto ecolégico de Drosophila, a aprendizagem
social ndo representaria vantagem alguma pela presenca de membros de
diversas espécies nos sitios de agrupamentos e pela competicao intensa, o
que n&o lhes permitiria acesso as informacdes de conspecificos. Possivelmente
as melhores candidatas a aprendizagem social em invertebrados sejam
aquelas espécies de ciclo de vida mais longo (mais de uma estagdo
reprodutiva) e que possuam um sistema social sofisticado, como, por exemplo,

abelhas (Apis).

4.3. TESTANDO A HIPOTESE DA FACILITACAO (TESTE 1 vs 2)

Uma vez descartada a ocorréncia de aprendizagem social, comparamos
as performances entre as copulas subsequentes dos machos, procurande por
diferengas que indicassem um aprendizado pela propria experiéncia, i. e., por
facilitacdo. O tempo de sessdo nos diferentes testes foi estatisticamente
semelhante, o que nos sugere que as diferencas encontradas nos
comportamentos que compdem esta sessdo sdo verdadeiramente associadas
as diferengas entre os testes devido ao ganho de experiéncia pelos machos.

Os comportamentos n&o relacionados com a corte, como limpeza
("grooming"), extenséo da prosbocide e atividade de marcha espontanea, nao
diferiram entre os testes. Os machos estiveram igualmente mais concentrados
na corte e copula e devotaram menos tempo aos outros comportamentos.

O tempo de cdpula foi muito similar entre os testes sugerindo que ha um
tempo ideal para que o macho transfira seu esperma com a seguranca de

garantir seu sucesso reprodutivo. Este comportamento parece ter sido
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rigidamente selecionado e provavelmente possui uma base genética pouco
variavel entre individuos (Carson, 1987).

Apenas dois dos componentes deste experimento foram
significativamente diferentes: a laténcia da corte e a corte em si, mais
precisamente a orientagéo e o “tapping”.

A laténcia da corte é o tempo que os machos levam para iniciar a corte
ap6s a introdugdo da fémea na camara. Este tempo foi menor no segundo
teste, realizado 24 horas apbés a observagdo da corte, sugerindo que 0s
machos aprendem por facilitagdo a iniciar a corte 0 quanto antes, suportando
nossa segunda hipotese. Este resultado € suportado quando observamos um
declinio ainda maior da laténcia da corte em uma terceira copula (ver fig. 10-A)
corte, se orientando e testando potenciais parceiras sexuais. Encontramos
evidéncias em Drosophila silvestris onde machos experientes iniciam a corte
em menor tempo em relagdo a machos virgens (Boake & Konigsberg, 1998) e
os mutantes cacophony (cac) e dissonance (diss) exibem sucesso reprodutivo
baixo pois demoram mais que o tipo selvagem para iniciar a corte (Yamamoto
& Nakano, 1998).

Em geral, machos passam boa parte do tempo cortejando fémeas
enquanto estas estdo forrageando. O custo deste comportamento é alto pois
deixam de se alimentar e se expdem mais a predadores, tendo sido, portanto,
selecionados a testar e descobrir parceiras em potencial da forma mais eficaz:
testando-as e abandonando o quanto antes as tentativas frustradas, resultado
da memoéria de encontros casuais no passado (Dukas, 1998). Suportando esta

idéia, sabe-se que machos de Drosophila expostos sucessivas vezes a féemeas




inférteis em laboratdrio diminuem sua taxa de resposta as mesmas. Nas fases
iniciais da corte percebem o ferormonio antiafrodisiaco produzido por fémeas
inseminadas e aprendem a ndo mais cortejar quem quer que o porte. Acredita-
se ser este um condicionamento de corte, que ocorre também quando os
machos aprendem a n&o cortejar machos virgens possivelmente devido a
presenga do mesmo ferormdnio (Siegel & Hall, 1979, Gailey et al.,, 1985;
Zawistowski, 1988; Joiner & Griffith, 1997, 1999; Kamyshev et al., 1999,
Neckameyer et al., 2000).

Embora tenham iniciado a corte em menor tempo, os machos devotaram
significativamente mais tempo a corte no segundo teste. Os eiementos da corte
que difeririam foram os do inicio deste ritual, a orientagéo e 0 "tapping”, e ndo o
vibrar de asas, que ocorre apds o macho ter se aproximado e testado a fémea.
Se a facilitagdo é o refinamento da fungdo, se espera que os machos demorem
menos tempo cortejando para assim conseguirem copular, fruto da experiéncia
prévia, como no caso da laténcia da corte. Em termos adaptativos, seria
também esperado que machos gastassem a menor quantidade de energia
possivel para atingir o objetivo da corte, i. e., que sua corte fosse o mais
eficiente e rapida possivel para que ele pudesse transferir seu espermatdforo e
assim tentar inseminar outras fémeas. Contudo, a propor¢é@o de tempo gasto
na corte é significativamente influenciada pelas fémeas (Boake & Hoikkala,
1995 Boake et al., 2000) que ativamente escolhem o macho com o qual iréo
copular.

Ha uma redugdo na receptividade das fémeas quando os machos
portam um ferormdnio feminino resultado do contato com fémeas em copulas

anteriores, indicativo de que sua quantidade de esperma seria inferior a de um




macho virgem (Scott et al., 1988). Assim, é possivel que a corte tenha
aumentado no segundo teste devido & diminuicdo da receptividade pelas
fameas que perceberam os ferormdnios da copula do primeiro teste. Este dado
se apoia no fato de que apenas os comportamentos do inicio da corte, aqueles
relativos a aproximacdo e o teste da fémea, diferiram entre os testes. Os
machos foram obrigados a gastar mais energia perseguindo e tateando a
fémea que possivelmente os aceitou, como resultado de um experimento com
apenas um macho ("no-choice experiment” - experimento sem escoiha). Os
machos tendem a aumentar sua corte quando rejeitados continuamente por
fémeas, contudo, este aumento ndo lhes confere vantagem alguma (Spiess,
1982). Assim, quando analisamos uma terceira copula, percebemos que a
corte foi muito semelhante com o segundo teste (ver fig 10-B), indicando que a
receptividade das fémeas continuou a mesma, ou seja, 0s machos foram
obrigados a persegui-las pelo mesmo tempo apos o seu "debut" sexual.

Em Drosophila melanogaster, machos virgens cortejam por mais tempo
e sdo preferidos por fémeas virgens porque acredita-se que estas saibam
reconhecer o macho com maior quantidade de esperma disponivel e, além
disso, machos que passam menos tempo cortejando tem seu sucesso
reprodutivo reduzido (Markow et al, 1978). Entdo a proporg&o de tempo
devotado & corte deve evoluir por selegdo sexual através das disputas dos
machos por cortes mais rapidas e da escolha da fémea por sinais custosos,
honestos e longos (Thornhill & Gwynne, 1998; Promislow et al., 1998).

Modelos de especiagio e selecdo sexual enfatizam a importancia do

nimero de machos amostrados por fémeas (Boake et al, 2000). Copulas

anteriores de uma fémea com um macho de um certo tipo mudam sua atitude a




favor do macho amostrado, sendo esta preferéncia dependente da freqliéncia
deste tipo de macho na populagdo. Geralmente fémeas demonstram
preferéncia pelo tipo raro, em menor freqiéncia na populagéo. A este efeito
damos o nome de "vantagem do macho raro" (Knoppien, 1985). Ao que parece
a fémea tende a rejeitar o primeiro macho a corteja-la e assim procedendo ela
acaba por amostrar mais de um macho (Spiess, 1982).

Estes resultados, em conjunto, podem estar indicando que as fémeas
naturalmente tendem a rejeitar a cépula de um primeiro macho e, se este
mesmo macho estiver portando ferorménios de copulas anteriores, sua rejeicao
sera ainda maior, como o percebido no teste 2 e na terceira copula. Ainda
assim elas copulam pois no presente experimento n&o lhe foi permitido
amostrar mais de um macho da populagao.

O som produzido pelo vibrar das asas dos machos nao diferiu em sua
duragio entre os testes. O vibrar de asas é um sinal importante na corte de
Drosophila (Ewing & Bennet-Clark, 1967; Kyriacou & Hall, 1982; Robertson,
1983), constituindo um indicador da qualidade do macho (Hoikkala et al., 1998).
Este € um estimulo sonoro percebido pelas antenas e decodificado nos idbos
antenais no cérebro da fémea (Hall, 1994). Experimentos realizados com
machos mudos, i. e., com as asas cortadas, e gravagbes em fita do som de
outros machos, suportam a hipotese de que este &€ um estimulo sonoro uma
vez que as fémeas podem ser estimuladas pelo som apenas, sem verem as
asas dos machos (Hall, 1994; Boake & Pouisen, 1997). Também foi
demonstrado que fémeas, quando ouvem o estimulo de machos, ficam mais

estaticas e adotam a postura de aceitaggo da corte elevando o abddmen e
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abrindo suas asas (Boake & Hoikkala, 1995; Crossley et al., 1985, Hoikkala &
Welbergen, 1995; Cobb & Ferveur, 1996).

O vibrar de asas foi decomposto em dois sons, sendo o primeiro
responsavel pela discriminagéo especifica, especifico de cada espécie ou até
mesmo de populagdes simpatricas, nestas promovendo isclamento sexual
(Ewing & Miyan, 19886; Manfrin et al., 1997 Ritchie et al. 1999), e o segundo
responsavel pela discriminagéo individual, indicando o vigor daquele macho
(lkeda et al, 1981). Comportamentos como este, que servem COmo
comunicagdo, devemn ser estereotipados para nao serem mal interpretados. O
programa genético que controla esses comportamentos deve ser fechado, ou
seja, deve ser razoavelmente renitente a quaisquer mudancas durante o ciclo
de vida individual. Qutros comportamentos, como os que controlam a escolha
do alimento ou do habitat, devem conter certa dose de flexibilidade para
permitir a incorporagio das experiéncias novas; tais comportamentos devem
ser controlados por um programa aberto (Mayr, 1998).

Assim, no presente estudo apontamos evidéncias de que machos de D.
mercatorum aprendem através de sua propria experiéncia a reconhecer mais
rapidamente os estimulos que devem desencadear o0s devidos

comportamentos de corte.
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4.4. NUMERO DE DESCENDENTES

O género Drosophila ndo exibe cuidados parentais e o investimento na
progénie se da apenas na energia € no metabolismo necessarios para a
produgéo de gametas, escolha do parceiro, atividades sexuais e oviposigao. Os
pais investem semelhante energia em cada individuo de cada sexo, e a
selecdo natural, na auséncia de circunstancias nao usuais, deve favorecer uma
razdo sexual de 1:1 na concepgdo (Trivers, 1972). Como esperado,
encontramos esta razdo na progénie dos varios individuos amostrados neste
experimento.

Quando procuramos por diferengas no nimero de descendentes adultos
produzidos em cada copula, verificamos que nem o efeito do tratamento e nem
a experiéncia de copula do macho influenciaram na producao de seus
descendentes. Nao podemos relacionar a quantidade de descendentes adultos
produzidos com o valor adaptativo dos sujeitos pois efeitos de densidade larval
sao determinantes no sucesso da prole adulta (Santos, 1996), e estes efeitos
n&o foram controlados neste experimento. A quantidade de meio disponivel foi
suficiente para a nutrigdio das larvas e esta mesma quantidade nao foi
totaimente consumida.

A duracdo dos comportamentos sexuais medidos nao foi capaz de
alterar a quantidade de descendentes adultos. Tampouco fomos capazes de
relacionar qualquer diminuicdo na gquantidade de esperma transferido as
féemeas em copulas subsequentes haja visto que ndo encontramos diferencas
no nimero de individuos adultos produzidos, apoiando resultados anteriores de
que o tempo ideal para a recuperagdo do esperma do macho é de 24 horas

(Markow ef al., 1978). Entretanto, ndo podemos dizer certamente se o prazo de
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trés dias para oviposigéo foi o bastante para que as fémeas pudessem esgotar
suas reservas de esperma. Em suma, ndo houveram relagdes entre a
experiéncia do macho e seu sucesso reprodutivo em termos da maior produgéo
de descendentes adultos. Propomos pesquisas futuras que controlem tanto a
densidade larval quanto a taxa de sobrevida de f&meas inseminadas
comparadas com fémeas ndo inseminadas. Para isso, é necessario que se
transfira diariamente as fémeas a frascos novos, até que suas reservas de

esperma sejam totalmente esgotadas.
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

A aprendizagem social ndo € um processo que deve estar relacionado a
Drosophila pois este é um género que deve ter evoluido a ter seus
comportamentos sexuais estereotipados, com forte determinagéo genética. A
quantidade de mecanismos inatos presente nos comportamentos deste género
ndo invalida seu uso como modelo em estudos de aprendizagem e memoria.
Informagdes acerca da biologia e ecologia das diversas espécies de Drosophila
s&o importantes para que possamos acessar a histéria evolutiva e os padroes
da aprendizagem nos diversos grupos animais. O contexto ecolégico destas
espécies ainda € pouco estudado e necessita de maior atengdo em pesquisas
futuras.

Embora seu ciclo de vida seja curto, machos de D. mercatorum sao
capazes de modificar suas respostas aos estimulos que desencadeiam
comportamentos de corte, tomando-se mais rapidos conforme maior a
experiéncia de copulas adquiridas. Chamamos a atencéo ao fato de que foi
necessario apenas uma apresentacéo dos estimulos de corte para que o
macho 0s associasse e aprendesse a iniciar a corte em menor tempo na cépula
subsequente. Certamente quanto maior o nimero de cépulas, maior sera a
experiéncia do macho que ird maximizar a eficacia de sua percepgio destes
estimulos.

Concordamos que para se ter acesso aos processos gue regem a
selecdo sexual, é preciso analisar ambos os sexos em conjunto. O sucesso de
cdpula do macho é o componente mais importante do valor adaptativo em
Drosophila (Powel!, 1997) e modelos de sele¢éo sexual propbe que as fémeas

ganham beneficios diretos ou indiretos através de sua escolha pelo macho

49




(Maller & Thornhill, 1998). Entretanto, em D. melanogaster, os componentes
que aumentam o valor adaptativo dos machos tém um efeito contrario em
fémeas, diminuindo sua sobrevida e sua fertilidade, resultado de substancias
que viajam junto com o esperma (Rice, 18988; Civetta & Clark, 2000;
Chippindale et al., 2001). Assim, fémeas podem garantir seu sucesso
reprodutivo cruzando com aqueles machos que s80 mais vigorosos na corte, ia
que este vigor pode estar correlacionado com uma quantidade de esperma
adequada e uma necessidade de transferi-lo (Trivers, 1972, Markow et al,
1978). E possivel que este vigor esteja relacionado a outros componentes
destes comportamentos que ndo suas duragbes. A frequéncia do som
produzido pelo vibrar de asas, a rapidez em se reconhecer os estimulos
necessarios para se iniciar a corte e a pouca disperséo podem fazer parte
deste vigor.

De qualquer forma, os comportamentos complexos da corte de
Drosophila devem ter evoluido por selegdo sexual uma vez que fémeas,
rigorosas em suas escolhas, tem muito a perder copulando com machos de ma
qualidade e, machos, por sua vez, devem tentar inseminar 0 maior numero de
fémeas sinalizando bem suas caracteristicas. Como ndo sabemos quais 0s
elementos escolhidos por fémeas, ndo podemos relacionar o que € de boa ou
ma qualidade, do ponto de vista das fémeas. O "efeito do macho raro" vem a
nos mostrar que as fémeas devem ter sido selecionadas a escolherem
gendtipos de machos que portem novidades, os que estdo em menor
freqiiéncia na populagdo. Isso nos leva a crer que, além da vantagem de se

amostrar mais de um tipo de macho, as fémeas devam estar se beneficiando




destas novidades, que, por sua vez, devem estar correlacionadas com um
aumento no valor adaptativo dos membros da espécie.

Serdo necessarios estudos posteriores que relacionem a experiéncia do
macho em copulas sucessivas com a laténcia da corte e os comportamentos
de rejeicdo da fémea. Também sugerimos pesquisas que controlem a
densidade larval em estudos do valor adaptativo de machos e fémeas de
Drosophila. A "vantagem do macho raro" deve ser investigada no tocante as
vantagens que novidades exibidas pelos machos tragam no possivel aumento

do valor adaptativo indireto de fémeas.
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