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RESUMO

Os estudos de comportamento e teste de farmacos em animais
vertebrados tém sido alvo de criticas e de questionamentos no campo da
ética e do bem estar animal apesar de sua utilidade na pesquisa biologica
e biomédica. Ja4 existem iniciativas para diminuir a quantidade ou
substituir os vertebrados utilizados nessas pesquisas. O uso de
Drosophila em varias areas biologicas, incluindo estudos de
aprendizagem e de memoria, vem sendo cada vez mais legitimado, pois
0os mecanismos Dbiologicos fundamentais sdo conservados entre
drosofilideos e Homo sapiens. Este estudo teve por objetivo descrever o
comportamento de D. melanogaster frente a diferentes estimulos que
poderdo ser usados para padronizar o uso desse animal em pesquisas de
neurociéncia. Realizaram-se trés estudos-piloto com drosofilideos
selvagens machos e fémeas acondicionados em recipientes contendo os
meios: alcool, banana, melado ou todos os meios, e submetidos a testes
de preferéncia alimentar e de estresse de imobilizagdo. Todos os testes
foram filmados para posterior analise. No estudo 1, o tempo de privagdo
alimentar, ao qual os animais foram submetidos antes dos testes, ¢ a
placa de Petry utilizada para o teste de preferéncia ndo foram adequados.
No estudo 2, catdlogos comportamentais para os dois testes foram
elaborados além da confec¢do de um labirinto em cruz para o teste de
preferéncia. Os dados indicam que o tamanho do labirinto ndo foi
adequado, visto que a maior parte das moscas passaram todo o tempo no
centro do aparato e ndo exploraram os bragos onde haviam alimentos
palataveis. No estudo 3, foram confeccionados um labirinto com
dimensdes menores, uma caixa para colocar os aparatos durante as
filmagens e um aspirador entomoldgico, para diminuir as anestesias com
CO2. Moscas controle e estressadas, ¢ as suas proles foram testadas,
sendo um individuo de cada sexo/meio/grupo. Observou-se que o0s
bracos do labirinto foram explorados com maior frequéncia, em
comparagdo ao estudo 2. Dos oito progenitores submetidos ao estresse
de imobilizagdo, seis apresentaram aumento da imobilidade em pelo
menos uma sessao apos o estresse. Entre as proles, isso foi observado
em sete dos oito animais testados. O aumento da imobilidade apds
exposi¢cdes ao estresse de imobilizagdo mostra que D. melanogaster
pode ser uma espécie adequada em pesquisas que visem estudar
comportamentos de anedonia.

Palavras - chave: Anedonia. Estresse. Mosca da fruta. Preferéncia
alimentar.






ABSTRACT

Studies on behavior and drug testing in vertebrate animals have been
criticized and questioned in the field of ethics and animal welfare,
despite their usefulness in biological and biomedical research. There are
initiatives that aim to decrease the quantity or replace the vertebrates
used in these studies. The use of Drosophila in many biological fields,
including learning and memory studies, has been increasingly
legitimized, whereas many fundamental biological mechanisms are
preserved between drosophilids and Homo sapiens. This study aim to
describe the behavior of D. melanogaster front of different stimuli that
may be used to standardize the use of this animal in neuroscience
research. Three pilot studies were performed with wild male and female
drosophilids placed in glasses containing the medias: alcohol, banana,
molasses or all media, and submitted to tests of food preference and
immobilization stress. All tests were filmed for posterior analysis. In the
first study, the time of food deprivation the animals were submitted
before the tests, and the Petry dish used in the preference test weren’t
adequate. In the second study behavioral catalogs were developed to the
two tests and a plus maze to the preference test was created. The data
showed that the size of the plus maze wasn’t satisfactory, because the
animals spent more time in the center and didn’t explore the arms with
food. In the third study, was used a plus maze with small size, a box to
put the apparatus inside during the tests and an entomological aspirator
to reduce the anesthesia with CO2. Controlled and stressed flies, and
their offspring, were tested, being one individual of each sex/
medium/group. It was observed that the arms of plus maze were
explored with more frequency than the study 2. Among the eight
parental animals submitted to the immobilization stress, six increased
the immobility at least one session after the stress. In between the
offspring, it was observed in seven of eight tested animals. The
increased immobility after the immobilization stress shows that D.
melanogaster can be an appropriate specie to research that aim to study
anhedonia behavioral.

Key-words: Anhedonia. Food Preference. Fruit Fly. Stress.
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1 INTRODUCAO

Os vertebrados sdo muito uteis em estudos de comportamento, teste
de farmacos, entre outros. Apesar disso, eles tém sido alvo de criticas e de
questionamentos no campo da ética e do bem estar animal (HUET; DE
HAAN, 2014). Existem iniciativas, por parte da comunidade cientifica,
que visam diminuir a quantidade de animais utilizados nestes testes ou
substituir animais vertebrados por invertebrados, por exemplo. O conjunto
destas iniciativas recebeu o nome de “3Rs” (reduction, refinement,
replacement) e, desde 1959, tem sido o tripé da pratica de bem-estar
animal (HUET; DE HAAN, 2014).

Moscas da fruta e seres humanos sdo organismos filogeneticamente
distantes, entretanto possuem mecanismos semelhantes nas suas
formagdes que se conservaram por meio da evolugdo (JENNINGS, 2011),
como por exemplo a via de sinalizagdo Notch. Comparagdes entre 0s
genomas de Drosophila ¢ o de Homo sapiens revelaram que,
aproximadamente 75% dos genes conhecidos que s@o associados a
doengas humanas tém similares no genoma da mosca da fruta (REITER ef
al., 2001). Além disso, mecanismos biologicos fundamentais e vias que
controlam o desenvolvimento e a sobrevivéncia sdo conservados entre
essas espécies (JENNINGS, 2011).

O organismo Drosophila vem sendo muito utilizado em estudos de
aprendizagem e de memoéria (POLEJACK; TIDON, 2007). Muitas das
propriedades comportamentais descritas para o aprendizado Pavloviano
em outros animais, sao observadas no aprendizado olfativo de Drosophila
(MARGULIES; TULLY; DUBNAU, 2005).

Drosophila vem se tornando um importante organismo no processo
de descoberta de drogas com potencial psicotrdpico (JENNINGS, 2011).
Em humanos, estas drogas diminuem os comportamentos de resposta a
estimulos estressores.

Futuramente, D. melanogaster podera ser utilizada para testar os
efeitos de substancias novas, i.e., candidatas a se tornarem medicamentos,
muito mais rapido do que com modelos de mamiferos, como ratos e
camundongos, que sdo utilizados atualmente. Entretanto, para a realizagio
de estudos de comportamento com o organismo Drosophila voltados para
a descoberta de novos psicofarmacos ¢ necessario, primeiramente,
conhecer as reacoes de defesa desse animal.

O estresse ¢ considerado um dos principais fatores ambientais que
levam a depressio (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003). Para
induzi-lo em vertebrados, utiliza-se o estresse de imobilizacdo como
estresse inescapavel (UEYAMA et al., 1997). Em condigdes estressantes,


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0168010297000308
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roedores de laboratorio apresentam comportamentos de anedonia
(REMUS et al., 2015), reduzindo, por exemplo, a preferéncia e ingestido
de sacarose. Animais submetidos a situagdes estressantes em laboratorio
sdo tratados com antidepressivos (LINO DE OLIVEIRA et al., 2001), a
fim de observar as diferengas comportamentais entre individuos controle e
os tratados com estas substancias.

O desamparo aprendido ¢ a diminuigdo de fuga ou esquiva,
observado em varias espécies (VOLLMAYR; GASS, 2013), e resulta da
exposicdo ao estresse de carater incontrolavel e inescapavel. Estes
comportamento foram primeiramente observados por OVERMIER e
SELIGMAN (1967) em cachorros apos exposi¢des incontrolaveis a
choques.

O desamparo aprendido também ja foi descrito para outras
espécies, como ratos e camundongos (ANISMAN;MERALI 2001;
VOLLMAYR; HENN, 2001) e para zebra fish (OKAMOTO;
AGETSUMA; AIZAWA, 2012)

O desamparo tem sido usado como modelo para o estudo da
neurobiologia dos transtornos do humor e da psicofarmacologia dos
antidepressivos (SHERMAN; SACQUITNE; PETTY, 1982), por ser uma
consequéncia da depressao do humor em humanos.

J& existe na literatura a descricdo de um procedimento em
Drosophila que foi baseado no “desamparo aprendido”. Este estudo
observou o aprendizado de D. melanogaster que eram expostas a choques
térmicos quando paravam de se locomover por 1 segundo (YANG et al.,
2013). A presenca do desamparo aprendido em Drosophila
(VOLLMAYR; GASS, 2013) indica que existem nesses
organismos, mecanismos suficientemente complexos para o estudo da
neurobiologia do humor e dos antidepressivos.

A validacdo do uso desses animais em estudos de neurociéncia leva
em conta a varia¢do bioldgica entre organismos de diferentes sexos. Em
humanos, sdo os individuos do sexo feminino que sofrem mais de
depressdo e sdo os maiores alvos do tratamento com antidepressivos
(GORMAN, 2006). Drosofilideos também apresentam algumas diferengas
entre os sexos, € ¢ de suma importincia conhecé-las. TOWER e
ARBEITMAN (2009) mostram que populagdes de Drosophila
melanogaster, criadas em laboratdrio, exibem diferengas sexuais quanto a
longevidade, sendo que as fémeas vivem mais que os machos. Além
disso, quando submetidos ao estresse por etanol, as fémeas se mostram
mais resistentes a mortalidade e a mudancas na locomog¢do em
comparacao aos machos (NIVEDITHA et al., 2017).
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Além das diferencas entre os sexos, os resultados de SGRO e
HOFFMANN (1998) sugerem que existe alguma interacdo entre a
expressao génica e as condigdes ambientais as quais drosofilideos sdo
expostos, € que os mecanismos envolvidos nessas interacdes parecem
atuar ao longo das gera¢des. MATZKIN et al. (2013) mostram que a
nutricdo parental exerce um efeito significativo na geragdo seguinte.
Assim, espera-se que as respostas a estimulos estressores nas proles
também possam ser influenciadas pelos comportamentos dos
progenitores.

Estudos do comportamento de Drosophila frente a diferentes
situagdes estressantes, como a imobilizagdo, podem melhorar o
entendimento da fisiologia desse animal, bem como contribuir com o seu
uso em diferentes testes no campo da neurociéncia.

Futuramente, pretende-se investigar se o tratamento com
antidepressivos pode reverter os efeitos comportamentais do estresse na
mosca das frutas. Espera-se que os dados gerados por esse estudo
permitam criar um protocolo para utilizar D. melanogaster ao invés de
roedores em estudos ndo clinicos com antidepressivos.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo Geral

Descrever o repertdrio comportamental de Drosophila

melanogaster em rtesposta a aplicacdo do estresse inescapavel e
incontrolavel.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Padronizar um método de aplicagio do estresse de
imobilizagcdo para moscas D. melanogaster;

b) Descrever os comportamentos de moscas D. melanogaster
durante o estresse de imobilizacio;

¢) Padronizar um método para afericdo das consequéncias
comportamentais do estresse de imobilizagdo para moscas D.
melanogaster baseado em testes de preferéncia de substrato;

d) Descrever os comportamentos de moscas D. melanogaster em
um teste de preferéncia de substrato;

e) Avaliar as mudangas comportamentais das moscas depois de
repetidas exposicoes ao estresse de imobilizagio;
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f) Descrever os comportamentos das novas linhagens de moscas,
obtidas a partir de casais de moscas expostos ao estresse de imobilizagdo;

g) Descrever os comportamentos das novas linhagens de moscas,
obtidas a partir de casais de moscas expostos ao teste de preferéncia de

substrato.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 OBJETO DE ESTUDO

Foram utilizados espécimes selvagens, machos e fémeas da mosca
Drosophila melanogaster (Figura 1). Os estoques foram obtidos do Stock
Center Tucson, Arizona, EUA, e sdo criados no laboratorio de
Drosofilideos da UFSC. A escolha desse animal deve-se ao seu curto
tempo de vida, variando de 40 a 120 dias, dependendo da dieta e do
estresse (HIRTH, 2010) e por ser facilmente manipulavel. Sua criagdo e
manuten¢do sdo consideradas de baixo custo e por isso os individuos
dessa espécie sdo facilmente criados em laboratdrio, além de originarem
multiplos descendentes por geracao.

Figura 1 - Drosophila melanogaster fémea (esquerda) e macho (direita)

- i

) e

2.2 ACONDICIONAMENTO DOS ANIMAIS

Os animais foram acondicionados em frascos de vidro de 300 mL
vedados com “espuma” na parte superior (Figura 2). Estes frascos tinham,
inicialmente, 10 moscas (cinco machos e cinco fémeas) e cada grupo de
moscas foi mantido em um meio de cultura diferente, conforme os
tratamentos de cada piloto. Todos os meios continham 1g de agar da
Sigma-Aldrich©. Os frascos contendo os meios de acondicionamento
foram denominados recipientes “casa”.
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No interior de cada frasco foram colocados alguns granulos de
levedura (Saccharomyces cerevisiae), que tem por funcdo fornecer
nutrigdo para as larvas, um papel de pouso de 8 x 1,5 cm, que regula o
excesso de umidade do meio de cultura, e propicia um local para que as
moscas pousem e copulem. Os recipientes foram etiquetados indicando a
espécie, data em que foi feito o meio de cultivo, se eram animais testados
ou do estoque, ¢ o sexo deles. Os mesmos foram mantidos a 24-25 °C,
com 60% de umidade relativa do ar e 12h de iluminag&o.

Figura 2 - Recipiente para acondicionamento dos animais.

2.3PILOTO 1
2.3.1 Tratamento dos animais

Os animais foram acondicionados conforme descri¢do do item 2.2,
e foram divididos em quatro recipientes, sendo que cada um destes
recebeu os tratamentos descritos na Tabela 1. Os animais permaneceram
nestes recipientes durante sete dias antes dos testes.
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Tabela 1 - Proporgdes dos ingredientes utilizados nos diferentes meios do piloto

1.

Meios Ingredientes Proporgdes
Agua 79 mL
Melado 7 mL
« ’ Banana caturra
Completo amassada 6¢
Alcool 14 mL
Agar lg
Agua 75 mL
Banana Banana caturra 258
amassada
Agar lg
Agua 92,5 mL
Melado Melado 7,5 mL
Agar lg
Agua 86 mL
Alcool Alcool 14 mL
Agar lg

2.3.2 Teste de Preferéncia

Nesse teste foram utilizadas duas placas de Petri de 14 cm de
didmetro. Uma foi dividida em quadrantes, sendo que em trés desses
havia os meios melado, banana e alcool, e no quarto quadrante havia meio

agar a 1% (Figura 3).
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Figura 3 - Placa de Petri dividida em quadrantes contendo os meios: alcool
(A), banana (B), melado (M) e agua (H20).

":ﬁ.\

A segunda placa também foi divida em quadrantes, mas os meios
de cultura utilizados para acondicionar os animais (alcool, banana, melado
e “completo”) foram colocados em pogos de 3,7 cm de didmetro,
circundados por um meio agar a 1% (Figura 4).
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Figura 4 - Placa de Petri dividida em quadrantes contendo dgar e um pogo em
cada quadrante com os meios: dlcool (A), banana (B), melado (M) e “completo”

(D).

2.3.3 Estresse de imobilizacao

Para o estresse de imobilizacdo foi utilizada uma placa de 96
pogos do tipo utilizado para a técnica de PCR (Figura 5a). Os pogos tém
capacidade de 0,4 mL e foram completamente preenchidos com agar a
1%. Apos este endurecer, foram furados utilizando-se tubo de tinta de
caneta com dois milimetros de didmetro (Figura 5b).



22

Figuras 5a - Placa de 96 pogos. 5b - Poco preenchido com agar.

2.3.4 Procedimentos

Quarenta moscas, machos e fémeas, foram retiradas do estoque de
D. melanogaster selvagem do laboratorio e transferidas para novos
recipientes. Nestes, foram colocados os meios descritos na tabela 1. Em
cada recipiente havia, inicialmente, cinco moscas fémeas e cinco moscas
machos. Os testes foram realizados em trés etapas consecutivas: teste de
preferéncia pré-estresse, estresse de imobilizagdo e preferéncia pos-
estresse (Figura 6).

Para os testes de preferéncia foi utilizada, primeiramente, a placa
de Petri dividida em quadrantes da figura 2. Mas, devido a alguns fatores
como qualidade da filmagem, utilizou-se para os testes seguintes a placa
de Petri da figura 3 ¢ 4.

Um dia antes dos testes o grupo de moscas a ser testado foi privado
de alimento, sendo colocado num frasco em que havia apenas meio agar a
1%. Os frascos utilizados para a privagdo alimentar foram denominados
recipientes para “jejum”. Foi realizado um teste (pré-estresse, estresse de
imobilizagdo, pos-estresse) para cada meio.

No teste de preferéncia pré-estresse foram colocadas 6-8 moscas na
placa. Apds este teste, um macho e uma fémea foram retirados, sob
anestesia, e colocados, com o uso de uma pinga, nos pogos do estresse de
imobilizagdo. Por fim, o casal “estressado” de cada meio passou pelo teste
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de preferéncia pods-estresse. Todos os testes foram filmados por 10
minutos, sendo aguardados cinco minutos apds a anestesia para que a
mosca acordasse.

Apobs os teste, cada casal utilizado foi colocado em um novo
recipiente com o mesmo meio usado no recipiente “casa”, e etiqueta
indicando que estes ja haviam passado pelos testes. Para transferéncia
entre os recipientes e entre cada teste, os animais foram anestesiados
utilizando-se CO2.

Figura 6 - Sequéncia dos testes realizados no piloto 1.

2.4 PILOTO 2
2.4.1 Tratamento dos animais

Os animais foram acondicionados conforme descrito no item 2.2, e
os tratamentos e proporgdes aos quais estes foram submetidos ¢ descrito
na Tabela 2. Os animais permaneceram em recipientes contendo estes
meios durante 14 dias antes dos testes.
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Tabela 2 - Propor¢des dos ingredientes utilizados nos diferentes meios do piloto

2.

Meios Ingredientes Proporgdes
Agua 79,5 mL
Melado 14,5 mL
“Completo” Ba;l;l:las Sc;(;l;rra 6o
Agar lg
Agua 75 mL
Banana Banana caturra 250
amassada
Agar lg
Agua 92,5 mL
Melado Melado 7,5 mL
Agar lg

2.4.2 Teste de preferéncia

Nesse teste foi utilizado um aparato confeccionado por estudantes

do Laboratorio de Drosofilideos da UFSC. O aparato foi denominado
labirinto em cruz para teste de preferéncia. O material consiste em um
tubo plastico de 3,5 cm de altura x 2,5 cm de didmetro perfurado com
quatro tubos plasticos de 4,5 cm de comprimento e 1 cm de didmetro
(Figura 7). Em cada tubo havia 1,5 mL dos meios de acondicionamento
das moscas: melado, banana e “completo”, além de agar como meio

neutro.
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Figura 7 - Labirinto em cruz para teste de preferéncia.

2.4.3 Estresse de imobilizacao

Para o estresse de imobilizacao foi utilizada uma placa de 96 pocos
do tipo utilizado para a técnica de PCR (Figura 8a). Os pogos tém
capacidade de 0,4 mL e foram completamente preenchidos com agar a 1%
. Ap6s o agar endurecer, foram feitos furos utilizando-se um canudo
plastico com trés milimetros de diametro (Figura 8b). Este foi mantido no
furo a fim de evitar que as moscas grudassem no agar.
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Figura 8a - Placa de 96 pogo. 8b - Pogo preenchido com agar e perfurado com
canudo.

2.4.4 Procedimentos

O teste de preferéncia foi realizado antes, (sessdo A) e depois,
(sessdo C) do estresse de imobilizacao (sessao B) (Figura 9). Apds cinco
dias da primeira etapa de testes, foram realizados os retestes utilizando-se
as moscas ja testadas de cada meio, e seguindo os mesmos procedimentos
do teste. Cada sessdo do teste de preferéncia consistiu em colocar as
moscas no centro do labirinto em cruz para teste de preferéncia e tampa-lo
com uma laminula. O centro foi utilizado como ponto inicial dos testes, a
fim de reduzir a influéncia da manipulagdo sobre a “escolha da mosca”
por algum dos tubos. Apos o primeiro teste de preferéncia as moscas
foram anestesiadas e transferidas para o aparato de estresse de
imobilizagdo. O pogo também foi tampado com uma laminula. Apos o
estresse de imobilizagdo a mosca foi novamente colocada, sob anestesia,
no labirinto em cruz para teste de preferéncia. Todas as sessdes foram
filmadas para posterior andlise dos comportamentos e duraram 15
minutos, sendo aguardados cinco minutos apos a anestesia para que a
mosca acordasse.
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Figura 9 — Sequéncia dos testes e retestes realizdos no piloto 2.

Sessdo A Sessdo B Sessdo C

Antes dos testes as moscas foram privadas de alimento por um
periodo de 16 a 20 horas (KRASHES; WADDELL, 2008). A privagdo
consistiu em transferir um casal de moscas do recipiente “casa” para um
recipiente vazio, contendo apenas um papel de pouso embebido em agua
(Figura 10). As moscas passaram por cada teste individualmente. Neste
piloto foram utilizadas seis moscas, sendo um macho e uma fémea de
cada meio descrito na Tabela 1. Ao final dos testes comportamentais o
casal de moscas foi armazenado em um novo frasco, com meio de cultura
renovado e etiquetado, indicando que este casal j& fora utilizado nos trés
testes. Cada transferéncia das moscas, de um recipiente ou aparato para
outro, foi realizada sob anestesia com CO,.

Figura 10 - Recipiente de vidro com papel filtro embebido em agua utilizado para
a privagdo alimentar.
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2.5 PILOTO 3
2.5.1 Tratamento dos animais

Os animais foram acondicionados conforme descrigdo do item 2.2.
Nessa etapa, além dos meios banana, melado e “completo”, foi também
utilizado o meio alcool. As proporgdes de alcool dos meios que o utilizam
foram baseadas em FRY (2014) e DEVINENI e HEBERLEIN (2009). As
demais concentragdes foram calculadas com base em FLAGG (1988) e
em experimentos anteriores realizados no laboratdrio de Drosofilideos da
UFSC (Tabela 3). Os animais permaneceram nos recipientes contendo
estes meios durante 14 dias antes dos testes.

Tabela 3 - Propor¢des dos ingredientes utilizados nos diferentes meios do piloto

3.
Meios Ingrediente Proporgdes
Agua 70 mL
Melado 9 mL
Complo | P |
Alcool 15 mL
Agar lg
Agua 70 mL
Banana Banana caturra 30¢
amassada
Agar lg
Agua 91 mL
Melado Melado 9 mL
Agar lg
Agua 94 mL
Alcool Alcool 6 mL
Agar lg
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2.5.2 Teste de preferéncia

Nesse teste foi utilizado um novo aparato confeccionado pelos
estudantes do Laboratério de Drosofilideos da UFSC, denominado
labirinto em cruz para teste de preferéncia- segunda versdo. Este possui
dimensdes menores do que o descrito no item 2.4.2. O material consiste
em um tubo plastico de 1,5 cm de altura x 1,5 cm de didmetro, perfurado
com quatro tubos plasticos de 2,5 cm de comprimento ¢ 0,7 cm de
didmetro (Figura 11). Em cada tubo havia 1 mL dos meios de
acondicionamento do piloto 3: “completo”, banana, melado e alcool.

Figura 11 - Labirinto em cruz para teste de preferéncia- segunda versdo.

2.5.3 Estresse de imobilizacao
O estresse de imobilizagao foi realizado conforme o item 2.4.3.
2.5.4 Procedimentos

Nesse piloto foram divididos quatro grupos: progenitor estresse,
progenitor controle, prole estresse e prole controle. Os grupos tiveram o
mesmo acondicionamento, porém, passaram por testes diferentes. Com os
individuos estresse realizaram-se trés testes: preferéncia antes da
imobilizac¢do (sessdo A), estresse de imobilizagdo (teste B) e preferéncia
apds a imobilizagdo (sessdo C). Ja com os individuos controle foram
realizados apenas as sessdes A e¢ C, sendo que na etapa referente ao
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estresse de imobilizagdo, os animais permaneceram 15 minutos no
recipiente vazio utilizado para a privacdo alimentar (Figura 12).

Figura 12 — Sequéncia dos testes e retestes realizados no piloto 3.

- . . .

Sessdo A Sessdo B Sessao C

Controle:
e —

Sessdo A Sessao C

Tanto os individuos estresse quanto os controle foram privados de
alimento antes dos testes por um periodo de 16 a 20 horas (KRASHES;
WADDELL, 2008). A privagdo ocorreu da mesma forma que o descrito
no item 2.4.4.

Para a transferéncia do recipiente “casa” para o recipiente vazio, e
para a diferenciacdo de sexo na lupa estereoscopica, as moscas foram
anestesiadas utilizando-se CO2. J& as transferéncias dos animais do
recipiente vazio para os testes, entre os testes, e do ultimo teste para o
recipiente “casa”, foram realizadas utilizando-se um aspirador
entomologico (Figura 13). O aspirador consiste em uma mangueira de 23
cm, com tubos plasticos nas duas extremidades. A conexdo entre um dos
tubos e a mangueira foi tampada com um tecido voal para evitar que as
moscas fugissem. Com o uso do aspirador, o local do labirinto em que a
mosca estava no inicio das filmagens foi aleatorio.


http://cameras.mercadolivre.com.br/instrumentos-oticos/microsc%C3%B3pio-lupa-estereosc%C3%B3pica
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Figura 13 - Aspirador entomoldgico.

Tanto o labirinto para teste de preferéncia, quanto a placa para o
estresse de imobilizagdo foram colocados em uma caixa de isopor a fim
de diminuir a interferéncia luminosa no comportamento dos animais, € na
qualidade dos videos. Esta caixa foi furada na parte superior para que a
camera fosse apoiada (Figura 14).

Figura 14 - Caixa de isopor utilizada para as filmagens.




32

Todas as sessdes foram filmadas para posterior analise dos
comportamentos, ¢ duraram 15 minutos.

As moscas passaram individualmente por cada teste. Ao final
destes, os animais de cada meio/grupo foram armazenados em um novo
recipiente, com meio de cultura renovado e etiquetado, indicando que
estes ja haviam sido utilizados nos testes, ¢ a qual grupo pertenciam. Apos
uma semana da primeira etapa de testes, foram realizados os retestes
utilizando-se os mesmos individuos ja testados de cada meio, e seguindo
os mesmos procedimentos descritos.

Utilizaram-se 0ito moscas para o grupo progenitor estresse, sendo n
= 1 para cada sexo e cada meio, e oito moscas para 0 grupo progenitor
controle, n = 1 para cada sexo e cada meio, totalizando 16 progenitores
testados.

Apbs o casal progenitor testado de cada meio/grupo gerar prole,
estas também foram testadas, passando pelos mesmos procedimentos
descritos neste item.

Foram utilizadas 16 moscas prole. Oito moscas para o grupo
estresse, n=1 para cada sexo e cada meio, € oito moscas para o grupo
controle, n=1 para cada sexo e cada meio.

2.6 ANALISES DOS VIDEOS COMPORTAMENTAIS

Para a realizagdo da analise dos dados coletados durante as
filmagens foi utilizado o programa Ethowatcher (desenvolvido pelo
Laboratorio de Neurofisiologia Comparada - UFSC) utilizando-se um
catdlogo comportamental. Para cada categoria comportamental foram
extraidos os seguintes parametros: laténcia, frequéncia e duragao.

2.7 ANALISES QUANTITATIVAS

As analises quantitativas foram realizadas nos pilotos 2 ¢ 3. Para
isso, foram utilizados apenas os videos dos testes de preferéncia
alimentar.

Os comportamentos de locomocdo e imobilidade nos bragos do
labirinto ndo foram igualmente expressivos nos dois pilotos, ¢ nem
sempre eram realizados em duas sessdes consecutivas. Por isso, foram
analisadas apenas as mudancas dos comportamentos no centro do
labirinto. Os graficos foram feitos utilizando-se o parametro duragdo (em
segundos) do comportamento de imobilidade neste local. Os dados
apresentados nos graficos indicam a diferenga no tempo de duracdo do
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comportamento de imobilidade no centro do labirinto entre os
testes/retestes A e C. Para os calculos, o tempo do teste A foi igual a
100%, enquanto o tempo do teste C foi igual x.
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3 RESULTADOS

3.1 PILOTO 1

Com esse piloto foram obtidos aprendizados a cerca da
manipulacdo dos animais, da sensibilidade dos mesmos a anestesia com
CO2, bem como da transferéncia e manutengdo dos drosofilideos para
meios diferentes dos quais eles sdo habituados.

Em relacdo aos meios de cultura desenvolvidos para acondicionar
0os animais, observou-se que o meio alcool nio apresentava uma
concentracdo adequada para que as moscas sobrevivessem. Assim, este
meio foi retirado da etapa seguinte de testes.

O uso de CO2 para anestesiar as moscas ¢ a manipulacdo das
mesmas foram algumas das dificuldades para manté-las vivas durante os
testes, devido a sensibilidade destes animais.

Os aparatos e métodos desenvolvidos para analisar o
comportamento dos animais apresentaram alguns empecilhos.

Devido a sobreposi¢do de cores entre os meios utilizados e a cor do
animal, as placas de Petri usadas nos testes de preferéncia ndo
possibilitaram a visualiza¢do adequada das moscas nas filmagens.

Outro problema percebido com o uso das placas foi a disposicao
dos meios oferecidos aos animais. Tanto o método de dividir os meios em
quadrantes, quanto utilizando os pogos com meios para dividir os
mesmos, mostraram-se falhos em cumprir o objetivo de “escolha” de
algum dos meios por parte das moscas. Pelo fato de os meios estarem
muito proximos, a permanéncia do animal em algum deles pode ter sido
aleatoria, e ndo uma escolha.

As tentativas de usar a placa para PCR nos testes de estresse de
imobilizagdo também apresentaram impasses. A utilizagdo do agar foi
adequada, devido a facilidade de se fazer pequenos pogos no mesmo.
Entretanto, as moscas acabavam grudando as asas no agar durante os
testes. Anestesia-las e fazer a transferéncia para o teste seguinte também
foi dificil devido ao pequeno tamanho do pogo e a necessidade de tira-las
dali utilizando-se pingas. O uso do tubo de caneta ndo foi adequado, pois
formava pogos muito pequenos, e este tamanho dificultou a sobrevivéncia
do animal no mesmo. Devido a isso, foi decidido utilizar um canudo, que
possui diametro maior, para a confecg@o dos pogos do piloto seguinte.

O tempo e o método de privagdo alimentar ndo foram adequados,
visto que a maioria das moscas morria durante este periodo.
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Por fim, a cAmera utilizada ndo apresentou a qualidade necessaria
para que as filmagens ficassem nitidas durante as analises no programa
Ethowatcher.

3.2PILOTO 2

3.2.1 Anailise descritiva - Catalogo Comportamental para teste de
preferéncia

A primeira etapa para elaboracdo do catadlogo comportamental para
o teste de preferéncia foi a observacdo dos videos para a listagem de
possiveis comportamentos. O “zoom” utilizado para a filmagem permitiu
visualizar a imobilidade e a locomogao (categorias) nos diferentes setores
do labirinto em cruz (centro ou tubos com Agar, Banana, Melado ou
“Completo”, subcategorias). A descricdo de cada categoria e subcategoria
estd na tabela 4.
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Tabela 4 - Catdlogo Comportamental descritivo para teste de preferéncia obtido

no piloto 2.

Categoria

Subcategoria

Sigla

Descricao

Imobilidade

Centro

I

a mosca fica imovel no
centro do labirinto em cruz

Agar

1A

a mosca fica imdvel na
entrada ou dentro do tubo
que contém o meio agar

Banana

IB

a mosca fica imovel na
entrada ou dentro do tubo
que contém o meio banana

Melado

M

a mosca fica imdvel na
entrada ou dentro do tubo
que contém o meio melado

“Completo”

IC

a mosca fica imovel na
entrada ou dentro do tubo
que contém o meio
“completo”

Locomocio

Centro

a mosca caminha no centro
do aparato

Agar

CA

a mosca caminha dentro do
tubo, em direcdo ao meio
agar

Banana

CB

a mosca caminha dentro do
tubo, em direcdo ao meio
banana.

Melado

CM

a mosca caminha dentro do
tubo, em direcdo ao meio
melado.

“Completo”

CC

a mosca caminha dentro do
tubo, em direcdo ao meio
“completo”.
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3.2.2 Analise descritiva- Catalogo Comportamental para o estresse

imobilizacao

A primeira etapa para elaboragdo do catalogo comportamental
durante o estresse de imobilizagdo foi a observacdo dos videos para a
listagem dos possiveis comportamentos. O “zoom” utilizado para a
filmagem permitiu visualizar apenas movimentos do corpo inteiro
(categorias imobilidade e locomogdo). A descricdo de cada categoria e
subcategoria estd na tabela 5.

Tabela 5 - Catalogo Comportamental descritivo para o estresse de imobilizagao

obtido no piloto 2.

Categoria Subcategoria Sigla Descricao
a mosca se locomove na
Na parte s
. parte superior do pogo de
superior do poco | LS ~
~ contengdo, com a cabega
de contencao .
voltada para cima
No fundo do a mosca se locomove no
. oco de LF fundo do pogo de
Locomogao poso ce contengdo, com a cabega
contencao .
voltada para baixo
. a mosca vai e volta
Entrar e sair do .
rapidamente do fundo
poco de ES .
= para a superficie do pogo
contencao ~
de contengdo
No fundo do a mosca mantém-se
poco de IF | parada naregido do fundo
.. contenc¢ao do pogo de contengado
Imobilidade
Na parte a mosca mantém-se
superior do poco | IS parada na parte superior

de contencio

3.2.3 Analises quantitativas

do pogo de contengéo

Com base nos videos dos testes e retestes de preferéncia alimentar
foi realizada a andlise quantitativa dos comportamentos apresentados por
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cada animal. Os graficos foram divididos pelos meios de
acondicionamento dos animais, ou seja, um grafico para cada casal de
cada meio. Pode-se observar, dentre todos os individuos testados neste
piloto, que o comportamento mais realizado durante o teste e o reteste foi
a imobilidade no centro do labirinto em cruz para teste de preferéncia.

O tnico comportamento realizado pelo macho criado no meio
banana, durante as quatro exposi¢des ao labirinto foi o de imobilidade no
centro. Assim, ndo houve diferenca entre os testes e retestes A e C (Figura
15). A fémea criada no mesmo meio apresentou tempo de imobilidade no
centro do labirinto superior ao tempo de locomogao neste local durante os
testes e retestes (APENDICES A e B). Este animal apresentou diminuigio
da imobilidade no centro do labirinto no teste C, em relagdo ao teste A, e
no reteste, o contrario ocorreu, sendo a imobilidade maior durante a
segunda exposi¢do. (Figura 15). Contudo, tanto no teste quanto no reteste,
as diferencas na duracdo deste comportamento, entre uma exposi¢ao e
outra ao labirinto, ndo foram tdo acentuadas. Os dois animais criados no
meio banana ndo apresentaram exploragdo dos bragos do labirinto.

Figura 15- Diferenca (%), entre os testes/ retestes A e C, da duragdo do
comportamento de imobilidade no centro do labirinto do macho (n=1) e da fémea
(n=1) criados no meio banana no piloto 2.

Imobilidade no centro do labirinto antes e depois do
estresse imobilizacao - moscas criadas no meio banana
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Em todas as sessdes, o0 macho criado no meio “completo” passou
mais tempo imovel, principalemente no centro do labirinto, do que se
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locomovendo (APENDICES A e B). Entretanto, apds a primeira
exposicdo ao estresse de imobilizagdo, a duragdo da imobilidade no centro
diminuiu acentuadamente, sendo o comportamento de imobilidade
realizado por mais tempo no brago contendo meio banana. A diferenca da
imobilidade no centro do labirinto antes e depois do estresse pode ser
observada na Figura 16. Durante os retestes, este comportamento teve
maior duragdo apds o estresse de imobilizagdo, porém, a diferenca entra
as sessoes foi menor que a observada no teste. Em relagdo ao
comportamento de locomog&o nos bragos do labirinto, este foi realizado
em apenas uma sessdo e teve pouco tempo de duragio em relagdo ao
tempo total do teste (APENDICE B).

A fémea do meio “completo” foi um dos animais que mais se
locomoveu nos bracos do labirinto. Entretanto, estes comportamentos
foram breves em relacdo ao tempo total de duracdo das filmagens, e
ocorreram apenas nos testes anteriores ao estresse de imobilizagdo
(APENDICE B). Quanto a imobilidade no centro do labirinto, este animal
apresentou aumento no tempo deste comportamento no teste e reteste
realizados apods o estresse de imobilizacdo. As diferencas entre as sessdes
sdo apresentadas na figura 16.

Figura 16 - Diferenca (%), entre os testes/ retestes A e C, da duragdo do
comportamento de imobilidade no centro do labirinto do macho (n=1)e da
fémea (n=1) criados no meio “completo” no piloto 2.

Imobilidade no centro do labirinto antes e depois do estresse
de imobiliza¢do - moscas criadas no meio "completo"
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O macho criado no meio melado apresentou, nos testes e retestes,
tempo de imobilidade superior ao tempo de locomogdo no centro do
labirinto (APENDICES A e B). Além disso, permaneceu mais tempo
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imovel no centro do labirinto apds a primeira exposi¢do ao estresse de
imobiliza¢do. Durante o reteste, o contrario ocorreu. As diferencas na
duracdo deste comportamento entre as sessdes pré e pos estresse podem
ser observadas na figura 17. A fémea criada no mesmo meio apresentou
tempo de imobilidade no centro do labirinto aproximadamente igual ao
tempo total de filmagem durante os testes A e C. Durante o reteste, o
tempo de imobilidade no centro do labirinto apdés o estresse de
imobiliza¢do foi maior do que antes deste (Figura 17). Dentre os dois
individuos criados no meio melado, apenas o macho se locomoveu nos
bragos do labirinto, entretanto, este comportamento foi realizado em
apenas duas sessdes (APENDICES A ¢ B).

Figura 17 - Diferenca (%), entre os testes/ retestes A e C, da duragdo do
comportamento de imobilidade no centro do labirinto do macho (n=1)e  da
fémea (n=1) criados no meio melado no piloto 2.

Imobilidade no centro do labirinto antes e depois do
estresse de imobilizacdo - moscas criadas no meio melado
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3.3 PILOTO 3

3.3.1 Catilogo Comportamental para teste de preferéncia - Analise
descritiva

Com base na observagdo dos videos foi elaborado um novo
catalogo comportamental para o teste de preferéncia. O “zoom” utilizado
para a filmagem permitiu visualizar a imobilidade e a locomogdo
(categorias) nos diferentes setores do labirinto em cruz: centro ou tubos
com os meios Alcool, Banana, Melado ou “Completo”, subcategorias. A
descri¢do de cada categoria e subcategoria esta na tabela 6.
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Tabela 6 - Catdlogo comportamental descritivo para teste de preferéncia obtido
no piloto 3.

Categoria | Subcategoria | Sigla Descricao

a mosca fica imdvel no

Centro I centro do labirinto em cruz

a mosca fica parada na
Alcool IA entrada ou dentro do tubo
que contém o meio alcool

a mosca fica parada na
Banana IB entrada ou dentro do tubo
Imobilidade que contém o meio banana

a mosca fica parada na
Melado M entrada ou dentro do tubo
que contém o meio melado

a mosca fica parada na
entrada ou dentro do tubo
que contém o meio
“completo”

“Completo” | IC

a mosca caminha no centro

Centro ¢ do aparato

a mosca caminha dentro do
Alcool CA tubo, em dire¢do ao meio
alcool

a mosca caminha dentro do
Locomocio Banana CB tubo, em dire¢do ao meio
banana.

a mosca caminha dentro do
Melado CM tubo, em dire¢do ao meio
melado.

a mosca caminha dentro do
“Completo” | CC tubo, em dire¢do ao meio
“completo”.
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3.3.2 Catalogo Comportamental para estresse de imobiliza¢do -
Analise descritiva

Nesse piloto foi criado um novo catdlogo comportamental para o
estresse de imobilizagdo. Utilizando uma camera com melhor resolucdo
foi possivel observar diferentes comportamentos, tanto movimentos do
corpo inteiro (categorias imobilidade ou locomogdo), no fundo ou
superficie do poco (subcategorias), quanto de partes do corpo, categorias:
movimento ou fric¢do, subcategorias: asas ou pernas. A descri¢do de cada
categoria e subcategoria esta na tabela 7.
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Tabela 7 - Catalogo Comportamental descritivo para o estresse de imobilizagao

obtido no piloto 3.

Categoria Subcategoria | Sigla Descrigao
a mosca mantém o corpo
pernas PT parado e mexe apenas as
traseiras pernas traseiras contra o
substrato.
a moscas mantém o corpo
Movimento pernas PD parado e mexe apenas as
dianteiras pernas dianteiras contra o
substrato
com o corpo parado, a
Asas MA moscas mexe as asas
como se fosse tentar voar
a mosca mantém o corpo
pernas o
. FT | parado e fricciona apenas
traseiras .
L. as pernas traseiras
Friccao .
a mosca mantém o corpo
pernas o
. . FD | parado e fricciona apenas
dianteiras . .
as pernas dianteiras
. a mosca se locomove na
Parte superior .
parte superior do pogo de
do pogo de LS ~
~ conten¢do, com a cabega
contencao .
voltada para cima
a mosca se locomove no
No fundo do
~ fundo do pogo de
Locomocao poco de LF ~
~ contengdo, com a cabega
contencao .
voltada para baixo
. a mosca vai e volta
Entrar e sair .
rapidamente do fundo para
do poco de ES .
= a superficie do pogo de
contencao ~
contengdo
No fundo do a mosca mantém-se
poco de IF | parada na regido do fundo
conten¢ao do poco de contengdo
Imobilidade Na parte ,
. a mosca mantém-se
superior do .
IS parada na parte superior
poco de

contencio

do poco de contengdo
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3.3.3 Analises quantitativas

Os graficos deste piloto foram divididos por meio de
acondicionamento dos animais, € por grupos: progenitores e prole. Além
disso, cada grafico apresenta os dados do animais estresse ¢ controle.

Em relagdo aos machos progenitores criados no meio alcool, o
macho “estressado” apresentou diminui¢do do tempo de imobilidade no
centro do labirinto tanto no teste, quanto reteste C (Figura 18). O macho
controle ndo apresentou comportamentos no centro do labirinto durante os
testes (APENDICES C e D), e apresentou diminuigdo no tempo de
imobilidade no centro do labirinto no reteste C (Figura 18). Tanto o
animal “estressado” quanto o controle se locomoveram nos bracos do
labirinto. Somando o tempo de locomog¢do em todos os bragos, observou-
se que o macho estresse apresentou aumento do tempo de locomogao apos
a primeira exposi¢io ao estresse de imobilizagio (APENDICE D). Com
excecdo do reteste C, este animal apresentou maior tempo de locomogio
nos bragos do labirinto em todas as sessdes (somatério do tempo de
locomog¢ao em cada brago), em relacdo ao macho controle. O brago mais
vezes explorado pelos machos progenitores foi o que continha o meio
“completo”. A frequéncia de locomog¢ao neste brago foi de 22 vezes para
o macho “estresse” e 15 vezes para o macho controle (somatério da
frequéncia em todas as sessdes). O menos explorado foi o com meio
alcool, com frequéncia de locomogdo igual a 5 para o macho estresse
(somatdrio da frequéncia de todas as sessdes) e nenhuma vez pelo animal
controle.

A fémea progenitora estresse, criada no mesmo meio, apresentou
aumento no tempo de imobilidade no centro do labirinto apds as
exposicdes ao estresse de imobilizagdo. J& a fémea progenitora controle
mostrou diminui¢do da duragdo deste comportamento, tanto no teste
quanto no reteste. As diferengas entre testes e retestes sdo apresentadas na
figura 15.

A fémea estresse apresentou maior frequéncia de locomogdo no
brago contendo meio banana (somatoério da frequéncia de todas as sessoes
= 18), enquanto a fémea controle explorou mais vezes o brago contendo
meio melado (somatdrio da frequéncia de todas as sessdoes = 25). Assim
como os machos, o brago menos explorado também foi o contendo meio
alcool, e este foi realizado apenas pela fémea controle (somatoério da
frequéncia de todas as sessdes = 7).
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Figura 18 - Diferenca (%) da duracdo do comportamento de imobilidade no
centro do labirinto entre os testes/ retestes A e C dos individuos progenitores
criados no meio alcool no piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1),
fémea estresse (n=1) e fémea controle (n=1).

Imobilidade no centro do labirinto - progenitores criados no
meio alcool
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Em relagdo aos individuos prole criados no meio alcool, tanto
estresse quanto controle, apresentaram duragdo de imobilidade no centro
do labirinto maior nos testes e retestes C. As diferencas entre teste/reteste
A e C sdo apresentadas na figura 19.

Em relagcdo a locomocdo nos bracos do labirinto pelos machos,
estes foram explorados por mais tempo pelo individuo estresse do que
pelo individuo controle (APENDICE D).

A fémea controle apresentou tempo de locomog¢ao nos bracos do
labirinto superior a fémea estresse (somatorio da dura¢do de locomogio
nos bragos em todas as sessdes). Apesar disso, a fémea “estresse” ndo
diminuiu a exploracdo dos bragos apds as exposi¢cdes ao estresse de
imobilizagdo

O brago mais explorado pelo macho estresse foi o que continha
meio banana (somatdrio da frequéncia de todas as sessdes = 29). Ja o
macho controle explorou mais vezes o brago com meio “completo”
(somatério das frequéncias de todas as sessdes = 40). O bragco menos
explorado foi, novamente, o que continha meio alcool, sendo o somatdrio
das frequéncias = 3 para macho estresse e 2 macho controle.

Dentre as fémeas, o brago mais explorado foi o que continha meio
banana, sendo o somatorio das frequéncias de todas as sessdes igual a 25
para fémea estresse e 37 para a fémea controle. A fémea estresse explorou
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menos vezes o brago que continha meio alcool (somatoério das frequéncias
de todas as sessdes = 6). Ja a fémea controle explorou menos vezes os
bracos com meio alcool e meio melado, ambos com somatdrio de
frequéncias de todas as sessdes= 19.

Figura 19 - Diferenca (%) da duragdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C das proles criadas no meio alcool no
piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea estresse (n=1) e
fémea controle (n=1).

Imobilidade no centro do labirinto - proles criadas no meio
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Todos os animais progenitores criados no meio banana
apresentaram aumento da duracdo da imobilidade no centro do labirinto
no teste/reteste C em relagdo ao A, com excecdo do macho controle
durante o teste. As diferencas entre os testes/retestes sdo apresentadas na
figura 20.

Macho e fémea estresse apresentaram diminui¢do nos tempos de
locomogdo tanto no centro quanto nos bragos do labirinto apds as
exposicdes ao estresse de imobilizagdo (APENDICE F).

Os animais controle exploraram mais bragos do labirinto do que os
“estressados”. Dentre os machos, o braco mais explorado foi o que
continha meio melado. O macho estresse se locomoveu neste brago por 12
vezes (somatdrio das frequéncias de todas as sessdes) enquanto a
frequéncia de locomogdo para o macho controle foi 26 (somatoério das
frequéncias de todas as sessdes). O braco com meio “completo” foi o
unico ndo explorado pelo macho estresse. JA o braco menos explorado
pelo macho controle foi o que continha meio 4lcool (somatério das
frequéncias de todas as sessodes = 8).
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A fémea controle apresentou maior frequéncia de locomog¢ao no
brago que continha meio “completo” (somatorio das frequéncias de todas
as sessdes =26), enquanto o mais explorado pela fémea estresse foi o que
continha meio melado (somatodrio das frequéncias de todas as sessoes =8).
O tnico braco que ndo foi explorado em nenhuma sessdo pelas duas
fémeas foi o que continha meio alcool.

Figura 20 - Diferenga (%) da duragdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C dos individuos progenitores criados no
meio banana no piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea
estresse (n=1) e fémea controle (n=1).

Imobilidade no centro do labirinto - progenitores criados no
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Dos individuos prole “estressados” criados no meio banana apenas
o macho apresentou aumento na dura¢do da imobilidade no centro do
labirinto, durante o reteste (Figura 21). A fémea estresse apresentou maior
imobilidade no teste C em relagdo ao A, e o contrario ocorreu no reteste.
Entretanto, ndo apresentou os dados necessarios para que as diferencas
fossem mostradas no grafico.

Dentre os individuos prole controle, o0 macho apresentou aumento
do tempo de imobilidade no centro do labirinto durante o teste e reteste.
Porém, no reteste este animal ndo apresentou os dados necessarios para
comparacdo entre as sessdes. A fémea realizou comportamento de
imobilidade por mais tempo tanto no teste quanto no reteste C,
comparados ao A (Figura 21).
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Em relacdo a locomog¢do nos bragos do labirinto, macho e fémea
controle, e macho estresse exploraram mais vezes o que continha meio
banana (somatorio das frequéncias de todas as sessdes = 6 macho estresse;
22 fémea banana controle; e 33 macho controle). J4 a fémea estresse
explorou mais vezes o braco com meio melado, com frequéncia igual a 3.

O braco menos explorado pelos quatro individuos foi o que
continha meio alcool.

Além disso, os individuos estresse apresentaram diminui¢do na
procura pelos bragos do labirinto apoés o estresse de imobilizagdo, com
excecdo do macho durante o reteste. Esta diminui¢do ndo ocorreu com os
individuos controle durante os testes/retestes C (APENDICE F).

Figura 21 - Diferenca (%) da duragdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C das proles criadas no meio banana no
piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea estresse (n=1) e
fémea controle (n=1).
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Todos os individuos progenitores criados no meio “completo”,
com excec¢do da fémea controle no reteste, apresentaram aumento no
tempo de imobilidade no centro do labirinto nos testes/retestes C (Figura
22).

Tanto nos testes quanto nos retestes, os individuos controle foram
0os que se locomoveram por mais tempo nos bragos do labirinto
(APENDICE H).

O brago em que o macho estresse mais se locomoveu foi o que
continha meio banana (somatorio das frequéncias de todas as sessdes = 3),
enquanto o mais explorado pelo macho controle foi o de meio melado
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(somatoério das frequéncias de todas as sessdes = 51). O brago contendo
meio alcool ndo foi explorado em nenhuma sessdo pelo macho estresse, e
foi também o menos explorado pelo macho controle (somatorio das
frequéncias de todas as sessdes = 10).

A fémea estresse explorou mais vezes o brago com meio
“completo” (somatdrio das frequéncias de todas as sessdes = 14),
enquanto a fémea controle se locomoveu mais vezes no com meio banana
(somatorio das frequéncias de todas as sessdes = 33). Os bragos menos
explorados pelas fémeas foram o de meio melado (somatério das
frequéncias de todas as sessdes =2, fémea estresse) e alcool (somatorio
das frequéncias de todas as sessdes = 4, f€émea controle).

Figura 22 - Diferenca (%) da duragdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C dos individuos progenitores criados no
meio “completo” no piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea
estresse (n=1) e fémea controle (n=1).

Imobilidade no centro do labirinto - progenitores criados no
meio "completo"
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Os machos prole, estresse e controle, criados no meio “completo”
apresentaram aumento no tempo de imobilidade no centro do labirinto nos
testes/retestes C. As fémeas, estresse e controle, tiveram aumento na
duracdo deste comportamento durante os testes, mas o contrario ocorreu
nos retestes. As diferencas na duracdo deste comportamento entre
teste/reteste A e C encontram-se na Figura 23.

Observou-se que os individuos “estressados” diminuiram a
locomo¢do nos bragos do labirinto apds as exposi¢cdes ao estresse de
imobilizagdo (APENDICE H).
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A fémea estresse se locomoveu mais vezes nos bragos com meios
banana e melado (somatoério de frequéncias de todas as sessoes = 24, em
ambos os bracos). J4 o brago mais explorado pela fémea controle foi o
com meio banana (somatdrio das frequéncias de todas as sessdes = 42).

Entre os machos, o brago em que o individuo “estressado” mais se
locomoveu foi o contendo meio “completo” (somatorio das frequéncias de
todas as sessdes = 27). J& o individuo controle explorou mais vezes o com
meio melado (somatdrio das frequéncias de todas as sessdes = 51).

O brago explorado menos vezes pelos quatro animais foi o que
continha meio alcool.

Figura 23 - Diferenca (%) da duragdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C das proles criadas no meio “completo”
no piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea estresse (n=1) e
fémea controle (n=1).
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A fémea progenitora estresse, criada no meio melado, apresentou
diminuicdo no tempo de imobilidade no centro do labirinto apds as
exposicdes ao estresse de imobilizacdo. O contrario foi observado com o
macho progenitor estresse.

Os individuos progenitores controle apresentaram aumento na
dura¢do da imobilidade no centro do labirinto entre as sessdes A e C,
exceto o macho durante o teste (Figura 24).

Tanto a fémea quanto o macho estresse, diminuiram o tempo de
locomogdo nos bragos do labirinto apds as exposi¢des ao estresse de
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imobilizagio (APENDICE J). O brago mais explorado por estes animais
foi 0 que continha meio “completo” (somatorio de frequéncias em todas
as sessoes = 4, para o macho e 35, para a fémea).

Ja os individuos controle se locomoveram mais vezes no brago
contendo meio banana (somatério de frequéncias em todas as sessdes =
30, para o0 macho e 55, para a fémea).

Todos os individuos se locomoveram menos, ou nenhuma vez no
brago contendo meio alcool. Além do braco com meio alcool, o macho
estresse também ndo se locomoveu no brago com meio melado.

Figura 24 - Diferenga (%) da duragdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C dos individuos progenitores criados no
meio melado no piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea
estresse (n=1) e fémea controle (n=1).

Imobilidade no centro do labirinto antes e depois do estresse
de imobilizagao - progenitores criados no meio melado
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As proles estresse criadas no meio melado apresentaram
aumento da duracdo de imobilidade no centro do labirinto ap6s exposi¢édo
ao estresse de imobilizagdo, com excecdo da fémea durante o teste. As
diferencgas entre as sessdes podem ser observadas na figura 25.

Ainda em relagdo aos individuos estresse, pode-se observar uma
diminui¢do na locomoc¢do nos bragos do labirinto apds o estresse de
imobilizagdo, exceto para o macho durante o teste (APENDICE J). Tanto
0 macho quanto a fémea se locomoveram mais vezes no brago contendo
meio banana (somatdrio de frequéncias em todas as sessdes = 46 para o
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macho e 20 para a fémea). Ja o braco menos explorado por ambos foi o
com meio alcool, sendo 8 vezes pelo macho e 3 vezes pela fémea.

Os individuos controle se locomoveram mais vezes no braco
contendo meio melado, sendo 11 vezes pelo macho e 32 vezes pela fémea.
O brago menos explorado pelo macho foi o que continha meio
“completo”, enquanto pela fémea o que continha meio alcool.

Figura 25 - Diferenca (%) da duracdo do comportamento de imobilidade no centro
do labirinto entre os testes/ retestes A e C das proles criadas no meio banana no
piloto 3: macho estresse (n=1), macho controle (n=1), fémea estresse (n=1) e
fémea controle (n=1).
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4 DISCUSSAO
4.1 PILOTO 1

O meio alcool foi um dos escolhidos para acondicionar os animais
neste piloto, pois sabe-se que drosofilideos possuem adaptacdes que os
permitem sobreviver e se desenvolver em ambientes  contendo  esta
substincia. Na natureza, as moscas da fruta se alimentam de materiais
vegetais que podem conter até 5 % de etanol produzido pela fermentagdo
(DEVIENI; HEBERLEIN, 2013).

Entretanto, com os resultados obtidos neste piloto, pode-se
perceber que a concentragdo de 14 %  de é&lcool utilizada para
acondiciona-las ndo foi ideal. Os animais criados no meio alcool ndo
sobreviviam tempo suficiente para serem utilizados nos testes. Apesar de
conseguirem sobreviver em ambientes contendo etanol, na natureza, as
moscas conseguem sair de locais em que a concentragdo seja muito alta,
tornando intermitente a exposi¢do ao mesmo (DEVIENI; HEBERLEIN,
2013). Ja em condig¢des de laboratério isso ndo € possivel. Apesar de os
recipientes em que os animais sdo acondicionados serem vedados com
espuma, o que permite a passagem de ar, a concentragdo de etanol ali
presente continuou sendo toxica para os mesmos. Deste modo, o meio
alcool foi retirado do piloto seguinte.

Neste piloto os animais permaneceram 24 horas sem alimento, em
recipiente contendo apenas meio Aagar. Entretanto, alguns animais
acabaram morrendo durante este periodo. Assim, percebeu-se que esta
metodologia ndo fora adequada para priva-los de alimento antes dos
testes. No estudo de KRASHES e WADDELL (2008) os animais
permaneceram de 16 a 20 horas sem alimento, em um recipiente contendo
papel filtro embebido em &gua. Entdo, a partir do piloto 2, essa
metodologia foi adotada.

Por fim, foi observado que os tamanhos dos aparatos para estresse
de imobilizagdo e teste de preferéncia alimentar ndo foram adequados.

O material utilizado para furar o 4gar na placa de PCR possuia 0,2
cm de didmetro, e individuos adultos de D. melanogaster possuem em
torno de 0,1 cm de comprimento (PITNICK; GARCIA- GONZALEZ,
2002). O pequeno tamanho tornou dificil a locomogdo do animal e a
retirada deste do aparato utilizando pingas. Além disso, ndo havia uma
“prote¢do” entre o agar e o animal, o que fez com que este se grudasse no
mesmo.

A placa de Petry utilizada no teste de preferéncia possuia 14 cm de
didmetro. Apesar de os animais nao passarem individualmente por esse
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teste, o tamanho do aparato ndo foi proporcional ao tamanho do animal. A
disposi¢ao dos meios palataveis sem uma “divisdo” espacial ndo permitiu
visualizar uma possivel escolha dos animais por algum meio.

Com os dados obtidos neste piloto foi possivel perceber algumas
dificuldades e aperfeigoar as etapas seguintes.

4.2 PILOTO 2

De acordo com TULLY et al. (1994), dependendo do protocolo de
treino, a memoria de D. melanogaster pode persistir por horas ou dias.
Assim, esperava-se que, com o acondicionamento em meios nutritivos por
duas semanas, as moscas fossem escolher o braco contendo o meio ao
qual elas estavam “acostumadas”. Além disso, esperava-se que a privagao
alimentar antes do teste de preferéncia contribuisse para a busca por estes
bragos, visto que a fome favorece a expressdo das memdrias associadas ao
agucar (DAS;LIN;WADDELL, 2016). Contudo, isso nao pode ser
observado com a frequéncia esperada, ja que a locomogdo nos bracos do
labirinto ndo foi realizada por todos os individuos, € nem em todas as
sessoes. Os comportamentos apresentados pelos individuos deste piloto
ndo seguem um padrdo de exploracdo dos bragos entre as sessdes, assim,
ndo se pode inferir que esses animais tenham escolhido ou aprendido a se
dirigir para algum braco. A exploracdo dos bragos deve estar mais
relacionada ao acaso.

Os dados obtidos neste piloto mostram que os comportamentos
mais realizados foram no centro no labirinto. Isso indica que o tamanho
do labirinto utilizado para o teste de preferéncia ndo foi adequado, visto
que poucos animais exploraram os bragos do mesmo. O tamanho dos
labirintos em cruz elevado, utilizados para testes em ratos, corroboram
com essa hipotese. PELLOW et al. (1985) utilizaram um labirinto em
cruz elevado, com bragos de 50 cm, para testar ratos Wistar, que tem em
média 20 cm de comprimento quando adultos. O labirinto para o teste de
preferéncia possuia bragos com 4,5 cm. Seguindo as propor¢des utilizadas
em ratos, os drosofilideos utilizados deveriam medir 1,8 cm de
comprimento. Entretanto, D. melanogaster ¢ uma espécie que possui em
torno de 0,1 cm de comprimento na fase adulta (PITNICK; GARCIA-
GONZALEZ, 2002).

A utilizacdo de CO2 para anestesiar os animais € outro fator que
pode ter levado a um maior tempo de imobilidade e a pouca exploracao
do labirinto. Apesar de este ser frequentemente utilizado para a
manipulagdo de drosofilideos (LEFRANC; BUNDGAARD, 2000;
ZIMMERMAN et al., 2008), a repetida exposicdo ao mesmo pode
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influenciar o comportamento destes animais. No estudo de
BARTHOLOMEW et al. (2015) foram observadas redugdes nos
comportamentos de voo em drosofilideos expostos ao CO2, corroborando
com essa hipdtese.

O estresse de imobilizagdo pode ser outro fator que tenha
diminuido a locomog¢do dos animais, principalmente durante os testes e
retestes C. Sabe-se que o desamparo aprendido existe em D. melanogaster
(YANG et al., 2013), e pode ter colaborado para a diminuicdo da
locomogéo e da procura por alimentos palataveis no labirinto em cruz.

4.3 PILOTO 3

Com os resultados do piloto 3, pode-se observar que o labirinto
com dimensdes menores foi mais adequado que o utilizado no piloto 2,
mesmo ainda ndo tendo a propor¢do ideal ao tamanho do animal.

Apesar de os animais ainda realizarem comportamentos de
imobilidade, a exploragdo dos bragos do labirinto foi mais expressiva do
que a observada no piloto 2.

Sabe-se que drosofilideos, assim como outros insetos, possuem
fototropismo positivo (GAO et al., 2008). Assim, realizar as filmagens
dentro de uma caixa de isopor foi uma melhoria em relacdo aos demais
pilotos. A incidéncia luminosa sob o labirinto diminuiu, e possivelmente
diminuiu a influéncia desta sob o comportamento dos animais.

A utilizagdo do aspirador entomoldgico para a transferéncia dos
animais entre os testes teve pros e contras. Foi uma mudanca adequada,
visto que os animais ndo precisaram mais serem expostos tantas vezes ao
CO2. Com isso, foi observado maior tempo de locomogdo e menos mortes
durante as sessdes dos animais do piloto 3, em relagdo aos pilotos
anteriores. Apesar de as moscas voltarem a se movimentar cerca de cinco
minutos ap6és a anestesia com CO2, COLINET e RENAULT (2012)
mostram que este procedimento pode ocasionar mudangas metabolicas
nestes animais. Além disso, BARRON (1999) sugere que estudos de
comportamento evitem o uso de CO2 para anestesiar os animais, devido
as mudangas comportamentais que este pode ocasionar nos mesmos.
Entretanto, com a utilizagdo do aspirador tornou-se mais dificil manter o
animal no centro do labirinto para o inicio do teste. Ao colocar o animal
no labirinto, por este ndo estar anestesiado, muitas vezes ele ia para um
dos bracos antes de iniciar o video. Esse ¢ um fator que pode ter
influenciado os resultados.

Pode-se observar que dos oito animais progenitores que passaram
pelo estresse de imobilizagdo, seis apresentaram aumento da imobilidade
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no centro do labirinto em pelo menos uma sessdo apos o estresse. Ja entre
as proles, sete dos oito animais “estressados” apresentaram esse aumento.
Além disso, alguns animais diminuiram a explora¢do dos bragos do
labirinto apds as sessdes de estresse. Individuos controle também
apresentarem aumento da imobilidade entre as sessdes, entretanto, nio
foram tio frequentes quanto os individuos estresse. Assim, pode-se
inferir que o estresse de imobilizagdo criado nesse estudo foi eficaz.

A diminui¢do da locomogdo apds o estresse de imobilizagdo mostra
que D. melanogaster pode ser uma espécie adequada em pesquisas que
visem estudar comportamentos de anedonia. Entretanto, para confirmar
essa hipotese seria adequado um maior nimero amostral, e a utilizagdo de
um segundo método de estresse. CHADHA e COOK (2014) utilizaram
dois estressores a fim de fornecer mais evidéncias, visto que um estressor
independente pode convergir para um comportamento comum.

Insetos podem ter comportamentos, como de preferéncia alimentar,
afetados pelo ambiente ao qual sdo expostos quando larvas e adultos
(ABED-VIEILLARD; CORTOT, 2016). Além disso, a memoria de D.
melanogaster pode persistir por horas ou dias, dependendo do protocolo
utilizado (TULLY et al.,1994). Contudo, apenas sete dos 32 individuos
testados (progenitor e prole) apresentaram maior frequéncia de exploragio
do braco que continha o mesmo meio em que foram acondicionados.

Os individuos “estressados” criados no meio alcool foram os
unicos que apresentaram um padrdo de comportamento para individuos
progenitores e prole, apos o estresse de imobilizagdo. Os quatro animais
criados nesse meio apresentaram aumento da imobilidade no centro do
labirinto nas duas sessdes pos estresse (teste e reteste C). Aliado ao
estresse de imobiliza¢do, o aumento da imobilidade também pode estar
relacionado a concentragdo do meio em que estes animais foram
acondicionados. De acordo com DEVINENI ¢ HEBERLEIN (2013), altas
doses de etanol podem levar a deficiéncia motora e a sedagdo de
drosofilideos, especialmente se o componente volatilidade for
considerado.

Sabe-se que Drosophila possui uma preferéncia natural a baixas
concentracdes de etanol, direcionando-se a locais com cheiro e comidas
contendo esta substancia (KAUN et al., 2011). Entretanto, durante as
exposi¢des ao labirinto para teste de preferéncia, o brago contendo meio
alcool foi o menos explorado pela maioria dos animais. Os demais bracos,
que continham meios com acgucar, foram explorados com maior
frequéncia. De acordo com KRASHES ¢ WADDELL (2008), o agucar
representa comida e ¢ estimulante para os drosofilideos. Além disso, o
estudo de BURKE e WADDELL (2011) mostra que o valor nutricional do



59

acUcar contribui para a formacdo da memoria apetitiva. Essa memoria
pode ter sido reforgada pela privagdo alimentar a qual esses individuos
foram submetidos, visto que a fome favorece a expressdo das memorias
associadas ao acgtcar (DAS; LIN; WADDELL, 2016).

O aumento da imobilidade durante os testes, o maior nimero de
mortes observado nos recipientes de meio alcool, e a baixa procura pelo
brago do labirinto que continha este meio indicam que a concentragdo
desta substancia ainda foi muito alta, e que criagdo de animais nessas
condi¢des ndo foi adequada.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos nos trés pilotos pode-se inferir que D.
melanogaster & sensivel ao alcool, e o evita, quando este apresenta
concentragdo maior que 5%. Além disso, quando privada de alimento, os
individuos desta espécie apresentam preferéncia por substratos que
contenham algum tipo de agucar.

Os resultados também indicam que drosofilideos sdo sensiveis a
situagdes estressantes, tanto relacionadas a imobilizagdo quanto a
anestesia com CO2, e que podem alterar seus comportamentos de busca
por alimento quando submetidos a estas situagdes.

O estudo apresenta uma andlise preliminar do comportamento de
D. melanogaster, necessaria para o estabelecimento das pesquisas de
substituicdo de modelos, entretanto, para confirmar as hipdteses
apresentadas, € necessaria a ampliacdo das analises de comportamento,
com incremento dos tamanhos amostrais, ¢ consequentemente, de uma
analise estatistica que subsidie as hipoteses aqui propostas.
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APENDICE A — Quadro da duragio (segundos) dos comportamentos de imobilidade dos machos e fémeas do piloto 2.

(l::tl)lit:i(:lg)o Meio agar Meio banana “col\n/{;ll(e)e t0” Meio melado
Macho Melado 385,114 0 12,369 0 184,105
« Fémea Melado 877,664 0 0 0 0
) Macho Banana 900 0 0 0 0
E Fémea Banana 882,664 0 0 0 0
Macho “Completo” 836,466 0 0 0 0
Fémea “Completo” 457,667 0 96,974 0 0
Macho Melado 742,92 0 0 0 0
) Fémea Melado 865,136 0 0 0 0
8 Macho Banana 900 0 0 0 0
3 Fémea Banana 827,571 0 0 0 0
= Macho “Completo” 87,993 0 662,296 0 0
Fémea “Completo” 803,437 0 0 0 0
Macho Melado 584,271 0 0 0 0
< Fémea Melado 576,944 0 0 0 0
2 Macho Banana 900 0 0 0 0
< Fémea Banana 896,532 0 0 0 0
& | Macho “Completo” 728,369 0 0 0 0
Fémea “Completo” 452,181 0 5,503 0 6,803
Macho Melado 573,186 0 193,756 0 0
@) Fémea Melado 807,665 0 0 0 0
£ Macho Banana 900 0 0 0 0
< Fémea Banana 900 0 0 0 0
& | Macho “Completo” 808,693 0 0 0 0
Fémea “Completo” 774,989 0 0 0 0
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APENDICE B — Quadro da duragio (segundos) dos comportamentos de locomogio dos machos e fémeas do piloto

2.
Cen.t r.o do Meio agar Meio banana Meio v Meio melado
labirinto “completo
Macho Melado 195,641 0 40,809 0 83,684
« Fémea Melado 22,336 0 0 0 0
) Macho Banana 0 0 0 0 0
E Fémea Banana 17,336 0 0 0 0
Macho “Completo” 63,534 0 0 0 0
Fémea “Completo” 302,722 13,068 29,569 0 0
Macho Melado 157,925 0 0 0 0
O Fémea Melado 34,864 0 0 0 0
) Macho Banana 0 0 0 0 0
E Fémea Banana 72,429 0 0 0 0
Macho “Completo” 84,058 0 65,653 0 0
Fémea “Completo” 96,563 0 0 0 0
Macho Melado 315,763 0 0 0 0
<« Fémea Melado 323,056 0 0 0 0
= Macho Banana 0 0 0 0 0
% Fémea Banana 3,468 0 0 0 0
&~ Macho “Completo” 172,583 0 0 0 0
Fémea “Completo” 372,316 0 42,687 0 20,51
Macho Melado 125,155 0 7,903 0 0
@) Fémea Melado 93,277 0 0 0 0
2 Macho Banana 0 0 0 0 0
< Fémea Banana 0 0 0 0 0
&~ Macho “Completo” 91,57 0 0 0 0
Fémea “Completo” 125,225 0 0 0 0




APENDICE C — Quadro da duragio (segundos) dos comportamentos de imobilidade dos machos e fémeas do
piloto 3 criados no meio 4lcool.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
N Macho Progenitor 463,35 0 6,867 169,273 39,935
% Fémea Progenitora 242,372 0 182,237 0 419,307
« E, Macho Prole 166,797 0 0 81,848 0
8 Fémea Prole 193,507 0 25,201 32,668 2,467
E © Macho Progenitor 0 0 853,999 0 0
£ Fémea Progenitora 147,653 82,882 208,991 5,637 2,335
g Macho Prole 75,769 0 131,605 11,9 85,737
© Fémea Prole 1,834 1,301 140,448 0 599,187
° Macho Progenitor 222,861 0 7,971 0 346,596
% Fémea Progenitora 447,796 0 13,608 28,817 5,303
0 E Macho Prole 2244 0 0 26,333 0
e Fémea Prole 305,778 3,9 23,501 16,167 14,667
é o | Macho Progenitor 0 0 0 0 777,023
g Fémea Progenitora 124,371 0 110,137 354,913 0
5 Macho Prole 405,839 18,377 0 0 71,542
© Fémea Prole 50,135 3,867 31,534 58,702 13,134
N Macho Progenitor 310,91 32,401 19,434 39,668 89,27
% Fémea Progenitora 27916 0 75,908 486,71 36,221
< E, Macho Prole 119,804 0 26,684 26,716 17,41
8 Fémea Prole 10,64 0 0 648,174 0
% o Macho Progenitor 357,464 0 250,505 0 0
-4 § Fémea Progenitora 374,419 83,816 356,942 0 0
% Macho Prole 6,936 0 685,672 0 0
© Fémea Prole 29,817 19,645 94,655 13,441 0
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 205,818 86,216 27,783 0 148,385
% Fémea Progenitora 80,036 0 0 588,555 27,101
0 E Macho Prole 270,377 0 0 20,701 0
8 Fémea Prole 45,102 165,406 117,737 0 163,739
§ ® Macho Progenitor 249,012 0 48,595 48,128 17,71
& | & |__Fémea Progenitora 25,034 0 573,921 14,101 0
‘g Macho Prole 346,579 19,201 131,505 8,867 46,835
< Fémea Prole 52,235 10,2 4,834 36,135 2,633




APENDICE D — Quadro da duragio (segundos) dos comportamentos de locomogio dos machos e fémeas do
piloto 3 criados no meio alcool.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 98,27 0 11,834 44,002 67,069
% Fémea Progenitora 25,348 0 31,385 0 0
g Macho Prole 518,503 3,902 48,695 55,599 24,814
f = Fémea Prole 506,719 0 33,835 79,536 26,668
% ° Macho Progenitor 0 0 46,427 0 0
= ° Fémea Progenitora 234,537 65,672 103,494 40,224 9,039
% Macho Prole 357,446 0 53,535 52,002 132,872
© Fémea Prole 48,962 9,039 22,313 27,183 50,096
° Macho Progenitor 173,832 0 22,146 9,239 117,9
% Fémea Progenitora 332,829 0 28,016 18,978 25,648
g Macho Prole 438,051 14,7 69,55 114,633 12,333
% = Fémea Prole 397,481 4,367 24,101 76,703 33,601
z ® Macho Progenitor 0 0 0 0 123,473
= S Fémea Progenitora 144,672 0 77,069 80,603 8,867
‘g Macho Prole 225,966 0 74,21 33,887 68,907
© Fémea Prole 365,614 25,534 62,169 179,373 111,971
° Macho Progenitor 267,209 18,801 47,768 42,501 32,668
% Fémea Progenitora 41,624 0 23,947 143,148 64,97
2 Macho Prole 484,553 0 112 67,974 42,859
<« = Fémea Prole 22243 0 0 19,745 0
i; Macho Progenitor 228,963 0 48,427 14,808 0
% o Fémea Progenitora 23,914 19,411 41,924 0 0
~ % Macho Prole 130,677 0 50,997 13,508 12,674
o
© Fémea Prole 330,493 124,008 67,539 166,231 54,565
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 331,624 12,007 26,615 0 61,769
% Fémea Progenitora 52,635 0 3,567 85,87 63,169
&) E, Macho Prole 484,451 4.8 53,935 46,968 19,467
2 Fémea Prole 203,14 34,101 98,17 0 72,669
% ° Macho Progenitor 430,884 0 26,949 63,37 34,187
=7 7,3 Fémea Progenitora 156,206 0 95,07 35,868 0
% Macho Prole 200,074 6,7 39,235 31,068 70,669
© Fémea Prole 487,351 64,136 50,102 124,471 68,036




APENDICE E — Quadro da duragio (segundos) dos comportamentos de imobilidade dos machos e fémeas
do piloto 3 criados no meio banana.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
N Macho Progenitor 232,208 180,107 63,936 0 0
% Fémea Progenitora 555,692 0 3,535 0 0
< E, Macho Prole 561,787 0 126,138 4,6 0
8 Fémea Prole 0 0 868,984 0 0
E ) Macho Progenitor 405,139 0 0 54,666 50,363
£ Fémea Progenitora 192,207 0 14,867 93,737 55,235
g Macho Prole 174,64 0 15,401 104,67 0
© Fémea Prole 43,802 0 38,035 15,534 360,279
° Macho Progenitor 622,93 159,325 8,005 0 0
2 Fémea Progenitora 874,305 0 0 0 0
8 E Macho Prole 75,078 0 0 761,947 0
8 Fémea Prole 900 0 0 0 0
E.a © Macho Progenitor 282,41 0 0 6,1 0
g Fémea Progenitora 321,078 0 0 35,135 31,034
5 Macho Prole 279,81 0 4,167 121,138 37,335
© Fémea Prole 137,372 0 16,801 418,815 8,134
° Macho Progenitor 231,542 31,768 244,776 0 0
2 Fémea Progenitora 329,927 0 528,611 0 0
< | Z Macho Prole 13 0 832,229 0 0
] Fémea Prole 41,635 0 0 848,664 0
§ o Macho Progenitor 95,437 0 175,973 179,573 21,701
é § Fémea Parental 165,406 0 34,101 7,067 4,267
g Macho Prole 0 0 0 854,266 0
© Fémea Prole 33,087 0 0 763,476 0
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 890,766 0 0 0 0
% Fémea Progenitora 862,832 0 0 0 0
&) E, Macho Prole 611,296 0 0 10,806 126,774
e Fémea Prole 0 0 0 0 886,583
£ | , | Macho Progenitor 319,62 0 0 345,737 0
=7 7,3 Fémea Progenitora 198,684 0 0 139,782 4,569
% Macho Prole 529,238 0 58,434 3,302 0
© Fémea Prole 364,613 0 2,7 2,2 140,972




APENDICE F — Quadro da duragdo (segundos) dos comportamentos de locomogio dos machos e fémeas do

piloto 3 criados no meio banana.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”

° Macho Progenitor 334912 11,634 42,868 34,635 0
% Fémea Progenitora 221,264 0 88,952 0 30,952

< E, Macho Prole 173,24 20,967 8,2 5,267 0

) Fémea Prole 0 0 31,117 0 0
3 o Macho Progenitor 254,15 6,137 49,062 44,293 36,452
= g Fémea Progenitora 354,846 0 37,135 89,67 62,636
g Macho Prole 451,317 1,133 16,167 78,27 58,769
< Fémea Prole 241,242 13 43,268 72,969 72,736

° Macho Progenitor 60,902 9,939 39,089 0 0

2 | Fémea Progenitora 26,613 0 0 0 0

o E Macho Prole 28,15 0 0 35,121 0

o Fémea Prole 0 0 0 0 0
% o Macho Progenitor 440,25 36,435 84,803 28,201 22,734
= § Fémea Progenitora 378,714 0 55,035 28,034 51,502
§ Macho Prole 316,478 0 40,001 66,402 34,835
© Fémea Prole 114,937 14,134 34,901 128,071 27,634

° Macho Progenitor 345,879 23,401 23,134 0 0

% | Fémea Progenitora 11,64 0 30,451 0 0

< g Macho Prole 23,634 0 31,401 0 0

g | © Fémea Prole 0 0 0 9,934 0
2 ° Macho Progenitor 179,207 0 95,237 78,136 74,769
é § Fémea Progenitora 386,647 0 120,871 44,102 138,072

g Macho Prole 0 0 0 45,86 0

© Fémea Prole 61,002 0 0 42 825 0
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 10,1 0 0 0 0
% Fémea Progenitora 37,668 0 0 0 0
o | Z Macho Prole 57,867 0 0 16,443 77,445
5..; = Fémea Prole 12,274 0 0 0 1,834
e ° Macho Progenitor 167,431 0 17,277 50,129 0
é 7,3 Fémea Progenitora 414,078 0 9,503 100,659 32,753
% Macho Prole 219,829 0 34,153 40,99 14,842
© Fémea Prole 282,41 0 18,734 30,734 57,835




APENDICE G — Quadro da duragdo (segundos) dos comportamentos de imobilidade dos machos e fémeas

do piloto 3 criados no meio “completo”.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
© Macho Progenitor 384,687 0 0 511,776 0
2 Fémea Progenitora 466,317 0 0 0 0
« E; Macho Prole 166,732 0 170,734 41,224 317,621
8 Fémea Prole 104,104 0 4,1 0 0
E ) Macho Progenitor 176,173 16,401 164,606 49,435 52,435
£ Fémea Progenitora 141,939 0 0 19,267 4,734
g Macho Prole 34,187 0 24,081 276,163 136,314
© Fémea Prole 92,654 0 249,88 0 80,847
° Macho Progenitor 556,827 0 0 0 155,992
% Fémea Progenitora 655,315 0 0 41,624 0
0 E Macho Prole 541,753 0 64,302 13,734 43,735
8 Fémea Prole 574,161 6,037 6,404 0 0
E o Macho Progenitor 217,241 3,267 19,734 7,534 315,145
£ Fémea Progenitora 243,776 0 25,334 0 0
5 Macho Prole 104,562 0 91,787 20,345 0
© Fémea Prole 185,607 0 139,638 51,835 0
N Macho Progenitor 9,139 0 11,14 825,02 0
% Fémea Progenitora 99,458 45,36 0 226,469 72,676
< L% Macho Prole 67,836 0 50,569 46,168 111,871
& Fémea Prole 252,143 0 7,234 69,669 26,834
% o Macho Progenitor 226,108 0 53,302 7,267 0
=7 ° Fémea Progenitora 331,928 0 14,375 14,942 108,297
% Macho Prole 26,416 1,434 268,992 42,392 12,637
© Fémea Prole 79,314 0 171,235 255,816 0
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
N Macho Progenitor 463,872 0 0 52,998 0
% Fémea Progenitora 132,645 178,639 0 323,655 63,204
&) E, Macho Prole 682,822 2,335 0 12,807 0
e Fémea Prole 251,987 0 0 308,446 88,185
% ° Macho Progenitor 363,88 0 10,4 8,434 0
&~ ° Fémea Progenitora 119,371 0 44,002 36,935 53,102
g Macho Prole 29,55 0 367,175 37,121 2,968
© Fémea Prole 9.4 0 0 648,757 0




APENDICE H — Quadro da duragéo (segundos) dos comportamentos de locomogdo dos machos e fémeas do
piloto 3 criados no meio “completo”.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
© Macho Progenitor 3,67 0 0 0 0
% Fémea Progenitora 372,48 0 0 0 47,502
« E Macho Prole 47,261 0 46,161 71,309 38,123
3 Fémea Prole 522,452 20,334 117,771 69,203 62,036
E ) Macho Progenitor 216,175 30,768 58,702 76,836 58,502
= Fémea Progenitora 479,551 47,868 28,601 152,472 25,701
g Macho Prole 206,454 0 148,388 52,231 22,28
© Fémea Prole 145,652 0 280,566 43,292 7,671
° Macho Progenitor 181,006 0 0 0 7,071
2 Fémea Progenitora 172,9 0 0 30,318 0
g E Macho Prole 113,371 0 35,601 15,667 70,369
2 Fémea Prole 167,795 36,954 89,384 19,744 0
3 o Macho Progenitor 205,474 30,401 37,468 20,901 42,902
= g Fémea Progenitora 467,617 0 69,403 36,035 58,635
g Macho Prole 248,113 0 264,256 81,548 89,953
© Fémea Prole 245,709 0 157,639 57,802 62,536
® Macho Progenitor 36,288 0 9,973 8,972 0
% Fémea Progenitora 217,527 49,662 33,686 51,563 103,627
« E Macho Prole 274,977 0 69,903 72,536 206,741
) Fémea Prole 399,115 7,334 40,268 67,669 29,901
§ o Macho Progenitor 314,145 1,267 155,172 98,804 44,201
é § Fémea Progenitora 186,409 0 96,256 31,819 116,935
‘g Macho Prole 217,996 4,436 68,14 113,734 144,085
© Fémea Prole 115,502 0 30,185 214,494 33,486
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
N Macho Progenitor 353,507 0 0 32,986 0
% Fémea Progenitora 101,56 35,754 10,006 14,709 40,357
O E, Macho Prole 151,486 12,24 0 38,822 0
] Fémea Prole 133,578 0 0 71,608 46,46
§ o Macho Progenitor 353,146 0 85,003 71,403 7,834
7 S Fémea Progenitora 385,181 33 51,902 99,704 106,904
g Macho Prole 179,233 0 103,624 77,91 103,09
< Fémea Prole 69,936 0 0 172,673 0




APENDICE I - Quadro da duragdo (segundos) dos comportamentos de imobilidade dos machos e fémeas do
piloto 3 criados no meio melado.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 590,62 0 0 0 267,776
% Fémea Progenitora 251,018 15,843 18,411 28,083 72,909
« E Macho Prole 129,35 0 0 149,019 1,067
8 Fémea Prole 325,556 0 0 99,989 0
E ) Macho Progenitor 382,281 180,74 0 112,637 0
g Fémea Progenitora 180,072 31,518 9,005 30,885 0
g Macho Prole 766,527 0 41,168 0 0
© Fémea Prole 217,961 0 11,106 28,417 16,743
° Macho Progenitor 862,029 0 0 0 0
% Fémea Progenitora 31,834 22,201 18,334 0 469,517
&) E Macho Prole 261,052 6,07 0 70,041 136,546
3 Fémea Prole 80,445 0 5,837 634,126 0
E o Macho Progenitor 232,701 0 11,04 23,013 0
= Fémea Progenitora 482,517 4,767 0 33,501 4,867
g Macho Prole 752,844 0 20,677 0 0
© Fémea Prole 717,824 0 0 50,997 0
N Macho Progenitor 281,398 0 0 0 529,012
% Fémea Progenitora 114,904 4,767 64,769 27,701 233,908
<« g Macho Prole 174,873 0 0 313,711 7,967
«E = Fémea Prole 300,878 0 0 313,545 58,569
% o Macho Progenitor 12,767 0 0 240,975 512,518
=2 £ Fémea Progenitora 229,808 0 5,467 18,534 3,333
5 Macho Prole 81,97 0 803,996 0 0
© Fémea Prole 411,405 0 99,625 95,122 0
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 830,964 0 0 34,235 0
% Fémea Progenitora 0 0 222,108 253,476 271,077
&) E, Macho Prole 526,409 0 5,17 189,509 0
2 Fémea Prole 381,414 0 0 376,414 19,601
% o Macho Progenitor 630,889 0 0 0 88,037
=7 7,3 Fémea Progenitora 365,48 1,7 0 110,171 11,034
g Macho Prole 449,05 0 9,967 0 0
© Fémea Prole 367,085 0 93,254 9,939 0




APENDICE J- Quadro da duragio (segundos) dos comportamentos de locomogio dos machos e fémeas do piloto
3 criados no meio melado.

Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 12,267 0 0 0 29,634
% Fémea Progenitora 226,966 16,41 116,268 93,488 60,702
« E, Macho Prole 423,344 29,684 61,335 103,259 3,635
8 Fémea Prole 275,154 36,22 49,895 113,43 0
E o Macho Progenitor 55,102 42,402 4,133 122,871 0
£ Fémea Progenitora 349,506 57,767 91,92 125,607 24,348
g Macho Prole 53,302 0 0 35,268 4.6
< Fémea Prole 350,105 0 108,868 149,954 17,81
° Macho Progenitor 38,789 0 0 0 0
% Fémea Progenitora 143,805 3,9 25,834 48,535 136,305
&) E Macho Prole 2298 30,318 33,786 77,745 58,167
3 Fémea Prole 88,15 9,372 15,142 67,874 0
E o Macho Progenitor 446,696 16,009 63,57 92,92 14,677
2 Fémea Progenitora 142,939 18,801 14,334 111,571 87,236
g Macho Prole 96,615 0 5,87 24,279 0
© Fémea Prole 87,818 0 0 43,659 0
° Macho Progenitor 68,673 0 0 0 21,479
§ Fémea Progenitora 224,375 13,701 91,637 59,469 65,069
< E, Macho Prole 201,641 8,2 6 161,473 26,468
e Fémea Prole 85,503 0 0 87,17 55,135
*;“: © Macho Progenitor 5,534 0 0 38,535 89,87
7 < Fémea Progenitora 432,216 0 33,901 140,005 37,568
g Macho Prole 0 0 14,267 0 0
© Fémea Prole 221,163 8,171 53,365 11,807 0
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Centro Alcool Melado Banana “Completo”
° Macho Progenitor 26,401 0 0 9,2 0
% Fémea Progenitora 19,967 0 36,468 40,902 56,535
&) E Macho Prole 135,478 2,435 6,204 35,487 0
i; Fémea Prole 40,835 0 0 37,535 44,402
%’ 9 Macho Progenitor 127,804 6,934 12,7 10,8 23,101
~ < Fémea Progenitora 237,975 0 14,201 136,205 25,634
g Macho Prole 311,878 23,601 75,403 30,768 0
© Fémea Prole 242,14 0 143,95 27,95 16,51




