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RESUMO

As aves canoras sdo consideradas um dos melhores modelos animais para investigar as bases
neurobiolédgicas do aprendizado vocal. Assim como nds humanos, esses animais apresentam
fases distintas do aprendizado vocal durante o desenvolvimento, que sdo influenciadas por
experiéncias sociais e motoras. Além disso, a privacdo social em aves canoras pode gerar
defeitos na produgdo vocal do individuo, enquanto que o impedimento da pratica vocal retarda
a maturacdo do canto. No entanto, ndo esta totalmente claro se a experiéncia limitada durante
o desenvolvimento pode afetar as habilidades de discriminag¢do auditiva do animal, um
fendmeno bem conhecido em humanos. Para responder a essa questdo, manipulamos a
experiéncia social e a pratica motora em mandarins, a espécie de ave canora mais utilizada.
Confirmamos primeiro que nossa manipulagdo alterou o aprendizado vocal, sem afetar
grosseiramente o desenvolvimento. Mais precisamente, os animais em privacao social exibiram
cangdes anormais, tipicas de animais sem um modelo vocal. Por outro lado, os animais jovens
onde a pratica do canto foi limitada continuaram a produzir vocaliza¢cdes imaturas quando
adultos. Notadamente, experimentos comportamentais demonstraram que animais controle,
i.e., animais com experiéncias sociais normais, apresentaram um desempenho inferior em
tarefas de discriminagdo auditiva em comparacdo com animais isolados e juvenis. Em
contraste, animais com o canto limitado ndo diferiram dos controles. Esses resultados sugerem
que experiéncias auditivas no inicio do desenvolvimento podem influenciar a capacidade
discriminatoria em mandarins adultos, enquanto que a pratica vocal parece ter pouca influéncia
no desempenho de aves adultas. Ou seja, as aves que sdo expostas a experiéncia social normal
durante o desenvolvimento pos-natal podem ter uma capacidade diminuida de discriminar
cantos coespecificos. Tal interpretagdo estd de acordo com o aumento da especificidade
observada nos neurdnios auditivos do mandarim, e seria semelhante as perdas perceptuais

observadas durante a aquisi¢do da fala em humanos.

Palavras-chave: Mandarins, Humanos, Experiéncia Social, Pratica Motora, Discriminagao.



ABSTRACT

Songbirds are considered one of the best animal models to investigate the neurobiological basis
of vocal learning. As in humans, these animals have distinct phases for vocal learning that are
influenced by social and motor experiences. More specifically, social deprivation in songbirds
can generate deficits in the individual's vocal production, whereas singing prevention delays
vocal maturation. However, it is not completely clear whether limited experience during
development can affect the animal's auditory discrimination abilities, a well-known
phenomenon in humans. To address this question, we manipulate social and motor practice
experiences in zebra finches, the most widely used songbird species. We first confirmed that
our manipulation altered vocal learning, without grossly affecting development. More
precisely, socially deprived animals showed abnormal songs, typical of animals lacking a song
model. In contrast, juvenile animals where singing practice was limited continued to produce
immature vocalizations as adults. Notably, behavioral experiments demonstrated that control
animals, i.e., animals with normal social experiences, showed a lower performance in auditory
discrimination tasks compared to isolated and juvenile animals. Conversely, sing-limited did
not differ from control birds. These results suggest that early development auditory experiences
may influence the discriminatory capacity in adult zebra finches, while vocal practice appears
to have little influence in the performance of adult birds. That is, birds that are exposed to
normal social experiences during postnatal development may have diminished ability to
discriminate conspecific songs. Such interpretation is in agreement with the increased
specificity observed in auditory neurons, and would parallel the perceptual losses observed

during speech acquisition in humans.

Keywords: Zebra Finches, Humans, Social Experience, Motor Practice, Discrimination
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ABREVIACOES

VMC Via motora do canto

VAC Via anterior do canto

MLd Nucleo mesencefalico dorso lateral
Ov Nucleo ovoidalis

NCM Nidopallium caudomedial
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RA Ntcleo robusto do arcopallium
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1. INTRODUCAO

Aves canoras representam um dos principais modelos neurobiologicos para o estudo da
comunicagdo vocal. Assim como humanos, estas aves exibem um periodo critico para o
aprendizado vocal que pode ser influenciado pelo contexto social, além de requerer uma
audicdo intacta e possuir uma circuitaria neural especializada (ZEIGLER; MARLER;
SCIENCES, 2004). Em ambos os grupos, o aprendizado vocal envolve tanto o
desenvolvimento de capacidades perceptuais, quanto a habilidade de produzir vocalizagdes
(KUHL, 2004; ZEIGLER; MARLER; SCIENCES, 2004). No entanto, a maioria dos estudos
nessas aves sdo focados na producdo de vocalizagdes, e pouco sabe-se sobre o efeito do
ambiente social durante o desenvolvimento e o progresso da capacidade perceptual nestes
animais (CAMPBELL; HAUBER, 2009a; MILLER-SIMS; BOTTJER, 2012; STURDY et al.,
2001). Para suprir esta caréncia, propomos investigar a capacidade de discriminacdo auditiva
no Mandarim-Diamante (7Taeniopygia guttata), um conhecido modelo de aprendizado vocal,

criado em diferentes condigdes sociais.

A experiéncia social influencia o desenvolvimento do canto de multiplas formas no mandarim
(MILLER-SIMS; BOTTIJER, 2012). Machos juvenis, por exemplo, aprendem seus cantos a
partir do contato com outros mandarins adultos, principalmente através do contato com o pai
(CHEN; MATHESON; SAKATA, 2016; CLAYTON, 1987). Em contrapartida, a auséncia de
um modelo adulto leva ao desenvolvimento de cantos altamente anormais, caracterizados pela
diminui¢do na variag¢do das notas, além de variagdes na média da frequéncia e da duracdo das
notas (FEHER et al., 2009; MORRISON; NOTTEBOHM, 1993; PRICE, 1979). Além disso,
ha evidéncias de que fémeas e outros filhotes presentes no mesmo ambiente também podem
influenciar o aprendizado do canto, possivelmente através de respostas comportamentais ou
mesmo pela disponibilidade maior de modelos auditivos (CAROUSO-PECK; GOLDSTEIN,
2019; TCHERNICHOVSKI; NOTTEBOHM, 1998). De fato, o processo de aprendizado do
canto pode ser mais efetivo ao incluir o contato visual e o auditivo concomitantemente

(BRAINARD; DOUPE, 2002; CHEN; MATHESON; SAKATA, 2016).

Além da necessidade de interagir socialmente, os mandarins precisam praticar para aprimorar
seus repertérios (KUHL, 2003a; MELTZOFF et al.,, 2009; MOONEY, 2009). Esse
aperfeicoamento ocorre através da comparacao de suas proprias vocalizagdes com os modelos
adquiridos no inicio da vida através de feedback auditivo (CLAYTON, 1987). Este processo

pode ser prolongado através do impedimento do ato de cantar (HAYASE et al., 2018), podendo
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levar ao desenvolvimento de respostas neuronais alteradas em algumas areas do sistema
auditivo (PHAN; PYTTE; VICARIO, 2006). Todavia, ndo se sabe como o feedback auditivo
ou a auséncia do mesmo pode influenciar no desenvolvimento da capacidade discriminatoria

em mandarins.

Desta maneira, para investigar se o contexto social influencia na capacidade discriminatoria
em mandarins, criamos animais sem exposi¢ao a um tutor e examinamos as consequéncias
comportamentais, i.e., desenvolvimento do canto e a capacidade discriminatoria de animais
manipulados comparados a controles. Além disso, investigamos se o impedimento da pratica
do canto durante o desenvolvimento do mandarim pode afetar sua capacidade de discriminar

sons coespecificos quando adultos.
2. BACKGROUND & SIGNIFICANCIA
2.1. Aprendizado vocal em humanos

Periodos em que as conexdes entre neurdnios sdo mais flexiveis e suscetiveis a interferéncia
ambiental sdo chamados de periodos criticos (FOX; II1, 2010; MELTZOFF et al., 2009). Esses
periodos sdo caracterizados por processos que alteram a organizagdo da arquitetura neural,
como o desenvolvimento de axdnios, formagao de sinapses, além da eliminacdo dos mesmos
(KNUDSEN, 2004). Estas alteragdes sao dependentes da experiéncia do individuo, que por sua
vez pode desencadear a transcri¢ao e traducdo de genes especificos associados a plasticidade
neuronal (FOX; III, 2010; KNUDSEN, 2004). Estes periodos s3o finalizados quando os
mecanismos relacionados a plasticidade estabelecem conexdes que se tornam mais resistentes

a influéncia ambiental (KNUDSEN, 2004).

O sistema visual ¢ um exemplo classico de como a arquitetura neural ¢ estabelecida durante o
periodo critico (FOX; II1I, 2010). Privagdes e modificagdes no input visual levam a alteracdes
na conectividade neuronal (BERARDI; PIZZORUSSO; MAFFEIL, 2000). Mais
especificamente, a privacao de input sensorial de um olho, impele os axdnios oriundos do outro
olho a invadirem seu territorio, i.e. dominancia ocular (ISSA et al., 1999). Essas alteragcdes
acontecem somente quando a manipulagio ¢ feita em um momento especifico do
desenvolvimento, i.e. periodo critico. Além disso, experimentos semelhantes com individuos

adultos ndo produzem o mesmo fenomeno (BERARDI; PIZZORUSSO; MAFFEI 2000).
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Todavia, os mecanismos moleculares que definem este e outros periodos criticos semelhantes

ainda ndo estdo completamente esclarecidos (FOX; III, 2010).

A aquisicdo da linguagem ¢ um outro exemplo classico de periodo critico na neurobiologia
(KUHL, 2012). O desenvolvimento da linguagem em criangas acontece de modo consistente,
comegando com o balbuciar por volta dos 6 meses de idade até alcangar frases completas por
volta dos 3 anos (Fig. 1A; KUHL; RIVERA-GAXIOLA, 2008). No entanto, os periodos
criticos para a aquisi¢ao dos diferentes aspectos da linguagem, i.e. niveis fonéticos, lexicais e
sintaticos, variam (FUNABIKI; KONISHI, 2003; KUHL, 2012). Apesar de ndo saber ao certo
o tempo preciso desses aspectos pela variabilidade entre individuos, alguns estudos indicam
que a aprendizagem fonética ocorre antes do final do primeiro ano, enquanto que a
aprendizagem sintatica desenvolve-se entre 18 e 36 meses de idade (KUHL, 1992). Além disso,
outros estudos apontam que a privacdo de experiéncias auditivas pode afetar o
desenvolvimento da fala. Criangas surdas, por exemplo, produzem vocalizagdes tardiamente,

com diferengas no tempo e na duragdo da fala (KUHL; MELTZOFF, 1996).

Mais especificamente, os bebés passam por um processo de restri¢do da sua percepg¢ao auditiva,
onde nos primeiros meses de vida eles passam de generalistas da lingua humana para
especialistas (KUHL, 2003; MELTZOFF et al., 2009). Isto ¢, entre 6 e 12 meses de vida existe
uma mudanga onde a habilidade perceptual universal dos bebés vai gradualmente diminuindo,
e eventualmente torna-se especifica para a lingua nativa (Fig. 1A; KUHL; TSAO; LIU, 2003;
MELTZOFF et al., 2009). A hipdtese € que os bebés ao ouvirem a linguagem do ambiente,
armazenam representacdes perceptivas dos sons da fala que eles escutam. Esses sons, por sua
vez, servem como modelos para o aprendizado e produc¢ao oral que acontece mais tarde durante

o desenvolvimento (KUHL; MELTZOFF, 1996).

Acredita-se que esse tipo de aprendizagem estabeleca um comprometimento neural para a
lingua nativa do individuo (KUHL; MELTZOFF, 1996). Como colocado acima, a experiéncia
sensorial com uma lingua especifica determina padrdes auditivos armazenados na memoria que
sdo exclusivos desse idioma. Essas representacdes direcionam as tentativas de fala i.e. pratica
motora, até que uma liga¢do entre a percepcao e o output motor seja estabelecida (KUHL,
1991). Portanto, essa exposi¢do a uma linguagem especifica leva a um “compromisso neural”
com as caracteristicas acusticas desse idioma (KUHL, 2000). O compromisso neural ¢
constituido de uma arquitetura e circuitos neurais dedicados a andlises de caracteristicas

fonéticas e prosddicas da linguagem do ambiente no qual o bebé esta exposto. O circuito neural
12



maximiza a analise de um determinado idioma, i.e. lingua nativa, e quando totalmente

desenvolvido, interfere na aquisi¢do de um novo idioma (KUHL, 2000). Causando assim, uma

dificuldade na percepcao da fala de linguas estrangeiras no final da infancia e na idade adulta

(KUHL; TSAO; LIU, 2003). Por isso, bebés e criangas pequenas sao vistos como melhores do

que os adultos na aquisicao de uma segunda lingua. Pois, o processo de aprendizagem da lingua

nativa e portanto, 0 compromisso neural com seus padrdes, ainda esta incompleto (KUHL;

TSAO; LIU, 2003).

Humanos
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Figura 1. O aprendizado
vocal em humanos e
mandarins segue trajetorias
semelhantes. A) Aquisigdo
da fala em humanos. Em azul
estd indicado as fases da
percepcao auditiva e em
verde os periodos de
produgao vocal; B)
Desenvolvimento do canto

em mandarins. Abertura e
fechamento do  periodo
critico em mandarins

desenvolvidos em condicoes
normais, apresentando o
periodo sensorial em azul e o
sensorio-motor em  verde
(Adaptado de KUHL, 2003).

O aprendizado vocal em humanos ¢ influenciado pelo contexto social. Criangas orfas privadas

de estimulo durante a primeira infancia, apresentam um atraso no desenvolvimento com

déficits na cognicao (RUTTER et al., 1998). Porém, ao serem adotadas em lares estruturados,

a maioria delas consegue recuperar a perda cognitiva ao atingir quatro anos de idade (RUTTER

13



et al., 1998). Nao obstante, bebés quando expostos a uma segunda lingua através de interagdes
sociais com cuidadores, aprendem de forma mais eficiente do que quando a exposi¢do ocorre
através de videos (KUHL, 2003). Estes dados sugerem que contingéncias sociais podem

influenciar positivamente o processo de aprendizado da fala (MELTZOFF et al., 2009).
2.2. Aprendizado vocal em aves canoras

A capacidade dos humanos de aprender vocalizagdes complexas ¢ compartilhada com poucos
animais. Dentro destes, inclui-se os cetaceos, elefantes, morcegos, pinipedes e algumas
espécies de passaros como as aves canoras, papagaios e beija-flores (KONOPKA; ROBERTS,
2016; MORI; WADA, 2015). Dentre estes, as aves canoras tornaram-se o modelo de escolha
dos neurocientistas para o estudo do aprendizado vocal tanto a nivel neural como
comportamental (PRATHER; OKANOYA; BOLHUIS, 2017). Esta escolha se deve aos varios
paralelos com o aprendizado vocal em humanos, além da facilidade de manuten¢do, um ciclo
reprodutivo relativamente curto e facilmente criado em cativeiro (KUHL, 2012; MELLO,

2014).

O aprendizado vocal em aves canoras possui duas fases durante o periodo critico. Assim como
em humanos, o aprendizado pode ser dividido em uma fase sensorial e um fase sensorio-motora
(Fig. 1B; para uma revisdo recente veja PRATHER; OKANOYA; BOLHUIS, 2017). A fase
sensorial ¢ primordialmente perceptual, de memorizagdo auditiva, na qual a memoria de longo
prazo ¢ consolidada (BOLHUIS; OKANOYA; SCHARFF, 2010). Durante esta fase, animais
juvenis escutam o canto de animais adultos, que serdo futuramente utilizados como modelos
para os processos subsequentes (BOLHUIS; OKANOYA; SCHARFF, 2010). Uma vez que os
modelos sdo adquiridos, os animais praticam e aprimoram seus repertorios, comparando e
recombinando progressivamente suas vocalizagdes através de feedback auditivo, utilizando
esses modelos como guia (KUHL, 2003; MELTZOFF et al., 2009; MOONEY, 2009). Essa
fase, chamada de sensorio-motora, ¢ conhecida por ser “plastica” (GOLDSTEIN; KING;
WEST, 2003; WILBRECHT; NOTTEBOHM, 2003). Ou seja, as vocaliza¢des durante este
estagio, também chamadas de sub-canto, variam de iteracdo para iteragdo € possuem uma
amplitude mais baixa comparado a vocalizacdes adultas (PRATHER; OKANOYA;
BOLHUIS, 2017). Neste estagio, algumas caracteristicas do sub-canto sao retidas e outras sao
eliminadas (PRATHER; OKANOYA; BOLHUIS, 2017). Conforme o desenvolvimento
progride para a fase adulta, o canto deixa de ser pléstico e passa a ser altamente estereotipado,

i.e. canto cristalizado (GOLDSTEIN; KING; WEST, 2003). Este canto cristalizado, possui um
14



conjunto determinado de caracteristicas tipicas da espécie e passa a ser menos dependente de
feedback auditivo (GOLDSTEIN; KING; WEST, 2003). O animal adulto por sua vez, produz
um canto padronizado ao longo de sua vida para diversas fungdes como defesa do territorio e

atra¢do de parceiras em potencial (MOONEY, 2009; WILLIAMS, 2004).

O canto das aves canoras normalmente possui uma estrutura prototipica (Fig. 2; BERWICK et
al., 2011 para uma revisdo). Ele consiste em elementos acusticos continuos que possuem um
tempo e frequéncia coeso chamados de notas (Fig. 2B, retangulos; KONISHI, 1985). O
conjunto de uma ou mais notas formam uma silaba, que ¢ separada por intervalos de siléncio.
As silabas, por sua vez, representam uma unidade bésica do canto, e geralmente sdo agrupadas
para formar o que chamamos de “motivos”. Um agrupamento de motivos ¢ chamado de
“episddio” ou “frase” (Fig. 2A), podendo ter uma ordem fixa ou variada dependendo da
espécie. Isto €, o tempo e a organizagdo das silabas e motivos sdo especificos de cada espécie

(MARLER, 1970).
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Figura 2: Estrutura do canto em mandarins. A) Sonograma representando um episodio do canto (bout),
contendo quatro motivos; retangulo em azul indica um motivo; B) Sonograma de um motivo. As letras
indicam silabas individuais que compdem o motivo prototipico desse animal; retangulos verde e branco

indicam exemplo de notas, i.e., elementos acusticos continuos que possuem frequéncia e tempo coesos.
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2.2.1. O Mandarim-Diamante como modelo experimental

O Mandarim-Diamante (7aeniopygia guttata), uma ave canora, tem um dos cantos mais
estudados no aprendizado vocal (veja MELLO, 2014 para uma discussdo). Ele pertence a
ordem Passeriformes, membro da familia Estrildidae e do género Taeniopygia. Sdo originarios
da Australia e Indonésia, e habitam diversas regides desses paises (MELLO, 2014). Nao
obstante, s3o mantidos em cativeiro como animais domesticados em grande parte do mundo,
inclusive no Brasil (PATTERSON; FEE, 2015). Sdo pequenos, tendo uma média de
comprimento de 10 cm, e massa corporal de aproximadamente 15 gramas (ZANN, 1996). Sao
dimorficos, os machos possuem marcagdes especificas como cabega e costas cinzentas, cauda
branca e listrada, garganta preta listrada, mancha laranja na bochecha e mancha castanha nas
laterais (ZANN, 1996). Enquanto que as fémeas, ndo possuem marcagdes, tendo somente uma
coloracdo acinzentada pelo corpo (PATTERSON; FEE, 2015). O tempo de vida deles na
natureza varia de 2 a 3 anos, enquanto que em cativeiro, eles dispdem de uma expectativa de
vida de 5 a 7 anos (PATTERSON; FEE, 2015). Os mandarins s3o diurnos ¢ muito sociais,
vivendo em bandos com cerca de 100 individuos (ZANN, 1996). O macho adulto produz um
som que ¢ estruturalmente Unico, utilizado para identificagdo e preservacao da estrutura social
do bando (STRIPLING et al., 2003). Enquanto que a fémea, que ndo canta, tende a preferir
machos com cangdes semelhantes as do pai (CAMPBELL; HAUBER, 2009b).

O aprendizado vocal do mandarim apresenta duas fases distintas. Os juvenis aprendem a formar
suas cangdes a partir do contato com os outros machos adultos da espécie, principalmente seu
pai (CLAYTON, 1987). Entre os dias 25-35 de vida, os juvenis come¢am a memorizar a
informagdo auditiva, i.e., o canto do tutor. E a partir do dia 35 eles produzem suas proprias
vocalizagdes, o chamado sub-canto (EALES, 1985). Através de feedback auditivo, estas
vocalizagdes iniciais progressivamente tornam-se mais estereotipadas, até estabilizar-se entres
os dias 90-120 (para uma revisao veja ROSS et al., 2017). Uma vez estabilizado, o animal
mantém o mesmo padrdo de canto durante toda a vida por meio de feedback auditivo
(NORDEEN; NORDEEN, 1992). No entanto, lesdes cocleares, i.e., perda da audi¢do, podem
causar alteragdes em seu canto mesmo depois de consolidado (NORDEEN; NORDEEN, 1992).
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2.3. Circuitos neurais do aprendizado vocal

O aprendizado do canto requer dois sistemas, o sistema auditivo (Fig. 3A) e o sistema do canto
(Fig. 3C). O sistema auditivo, presente em machos e fémeas, possui regides responsaveis pela
percepgdo auditiva e exerce um papel importante no reconhecimento de individuos
(CHIRATHIVAT; RAJA; GOBES, 2015; PRATHER; OKANOYA; BOLHUIS, 2017). O
sistema do canto, por outro lado, serve para o aprendizado e producdo do canto (DOUPE;
FRANCISCO, 1997; GARST-OROZCO; BABADI; OLVECZKY, 2014; MOONEY, 2009).
Este sistema pode ser subdivido em duas vias: i) uma via motora do canto (VMC), responsavel
pela produgdo motora do canto em toda vida do animal, e ii) uma via anterior do canto (VAC),
necessaria para o aprendizado do canto em juvenis (Fig. 3C; DOUPE; FRANCISCO, 1997;
GARST-OROZCO; BABADI; OLVECZKY, 2014; MOONEY, 2009).

O sistema auditivo ¢ fundamental para o processamento da informagdo e memorizagdo de
informagdes auditivas. A informagdo auditiva chega primeiramente na céclea e vai para o
nucleo coclear no rombencéfalo (MELLO et al., 1998; VATES et al., 1996). O ntcleo coclear
projeta seus axdnios direta e indiretamente para o mesencéfalo chegando no ntcleo
mesencefalico dorso lateral (MLd em inglés), que ¢ equivalente ao coliculo inferior nos
humanos (MELLO et al., 1998; VATES et al., 1996). O MLd, por sua vez, estende seus
prolongamentos até o nicleo ovoidalis que em seguida estende para um complexo telencefalico
chamado de Campo L (Fig. 3A; MELLO et al., 1998; VATES et al., 1996). Regides do campo
L sdo equivalentes as camadas IV do cortex primario auditivo nos humanos, por apresentarem
similaridade em termos de conectividade e organizacao (Fig. 3B; WANG; BRZOZOWSKA-
PRECHTL; KARTEN, 2010). Além disso, este complexo estende ramificacdes para outras
regides corticais, principalmente em dois nucleos denominados Nidopallium caudomedial
(NCM em inglés) e Mesopallium caudomedial (CMM em inglés; MELLO et al., 1998; VATES
et al., 1996). O NCM parece estar envolvido na aquisi¢do, processamento e reconhecimento da
memoria criada a partir do canto do tutor e seria o equivalente as camadas supra granulares do
cortex auditivo primario (PHAN; PYTE; VICARIO, 2006). Certos neurdnios presentes no
NCM sio especificamente ativados quando o animal escuta o canto do seu tutor ou o proprio
canto (YANAGIHARA; YAZAKI-SUGIYAMA, 2019). Além disso, lesdes no NCM em
mandarins juvenis levam a problemas no reconhecimento do canto do tutor (BRAINARD;
DOUPE, 2002; GOBES; ZANDBERGEN; BOLHUIS, 2010). Enquanto que, o shelf e o cup

sdo areas que conectam o sistema auditivo com o sistema do canto (JARVIS, 2007). Estas
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evidéncias sugerem entdo, que estas regides, principalmente o NCM, sdo importantes para o

processamento auditivo e podem estar envolvidas no armazenamento das memdorias do canto.

O sistema de canto, por sua vez, ¢ importante para o aprendizado sensorio-motor do animal
(BOLHUIS; MOORMAN, 2015). Ele possui um nucleo pré-motor, que ¢ compartilhado tanto
na VMC quanto na VAC, denominado de HVC (NOTTEBOHM; STROKES; LEONARD,
1976). As duas vias, originam-se de duas populagdes diferentes de neurdnios de projeg¢ao (NPs)
desse mesmo nucleo: HVCra e HVCx (MOONEY, 2009). A VMC ¢ composta por neurdnios
HVCra que inervam o nucleo robusto do arcopallium (RA em inglés, Fig. 3C). O RA, por sua
vez, projeta seus axonios para a parte mais baixa do tronco cerebral conectando-se com a
porcao traqueossiringea do nucleo hipoglosso (nXIIts) (SOLIS; DOUPE, 1999). Este nticleo
possui neurénios motores que inervam os musculos da siringe, o 6rgao especializado do canto
nas aves (GARST-OROZCO; BABADI; OLVECZKY, 2014; MOONEY, 2009). Evidéncias
apontam que essa via ¢ semelhante a via motora cortex-tronco nos mamiferos que controla a
laringe (Fig. 3D; JARVIS, 2007). Alguns autores sugerem que a conexao do HVC com o RA
funcione como um temporizador vocal, controlando o tempo do canto (ROBERTS; MOONEY,
2013). Pois, lesdes no HVC provocam desestabilizagdo na produgao vocal ao longo da vida do
animal, e aquecimento ou resfriamento desta area altera o tempo do canto (LONG; FEE, 2008;
NOTTEBOHM; STROKES; LEONARD, 1976). Dessa forma, o VMC parece ser o
responsavel pela sustentacdo anatomica em que o telencéfalo exerce controle sobre a

vocalizagdo (MOONEY, 2009).

Os neurdnios de proje¢do do HVCx fazem parte da VAC e inervam uma area localizada no
estriado, chamada de area X (Fig. 3C). Essa area conecta-se com o nucleo medial dorso lateral
anterior do tdlamo (DLM em inglés), que envia projecdes para o nicleo magnocelular lateral
do nidopallium anterior (LMAN em inglés) (DOUPE; FRANCISCO, 1997). Os ax6nios dos
neurdnios de projecdo do LMAN bifurcam quando saem da margem caudal do ntcleo
(BOTTIJER et al., 1989). Uma ponta percorre caudalmente o prosencéfalo e forma sinapses
excitatdrias rapidas no RA, e a outra, termina na area X formando um loop de feedback dentro
da VAC (BOTTIJER et al., 1989). Evidéncias anatomicas, fisiologicas e comportamentais
sustentam a ideia da identificacdo dessa via como um circuito recorrente especializados entre
regides corticais, ganglios basais e tdlamo, equivalente portanto a circuitaria associada com o
aprendizado vocal observada em humanos (Fig. 3D; BOLHUIS; MOORMAN, 2015;
MOONEY, 2009). Sugere-se que a ligagdo LMANRa serve como um mediador de corregdo e
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erro da producdo vocal baseado em feedback auditivo (ROBERTS; MOONEY, 2013). Além

disso, lesdes na VAC durante o aprendizado impedem o desenvolvimento normal do canto. A

hipotese € que esse circuito contém neurdnios sensoriais que fornecem uma entrada auditiva

importante durante o desenvolvimento (SCHARFF; NOTTEBOHM, 1991).
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lateral; Ov, nticleo ovoidalis; NCM, Nidopallium caudomedial; CMM, Mesopallium caudomedial; RA,
ntcleo robusto do arcopallium; DLM, nticleo medial dorso lateral do talamo anterior; LMAN, nticleo
magnocelular lateral do nidopallium anterior; Cam. I-II, camadas I-II; Cam. III, camada III; Cam.IV,
camada IV; Cam. V-VI, camadas V-VI; MGN, nucleo geniculado medial; ICo, coliculo inferior;
Brocca’s, area de Brocca; ASt, estriado anterior; Gp, globus pallidus; aT, tdlamo anterior; Am, niicleo

ambiguus. Nem todas as areas e conexdes estdo representadas nesta figura.
2.4. Aprendizado vocal e fatores sociais

O aprendizado do canto ¢ guiado por um modelo auditivo e influenciado por contingéncias
sociais (PRICE, 1979). Mandarins juvenis aprendem a vocalizar a partir do pai ou de outro
macho coespecifico, quando o pai nio esta presente (BOHNER, 1983; CLAYTON, 1987).
Além disso, as fémeas também parecem influenciar no aprendizado vocal. Experimentos
iniciais sugerem que a associacdo do canto com imagens de fémeas apresentando
comportamento de copula melhora o aprendizado em mandarins juvenis (CAROUSO-PECK;
GOLDSTEIN, 2019). Ademais, machos criados por fémeas surdas apesar de cantarem mais,
possuem cangdes menos estereotipadas com silabas atipicas (WILLIAMS, 2004). A relacio
entre filhotes também pode influenciar a trajetéria do desenvolvimento vocal
(TCHERNICHOVSKI; NOTTEBOHM, 1998). Em ninhadas com mais de um filhote macho,
o animal mais novo ¢ normalmente o primeiro que canta e no final apresenta uma melhor
similaridade ao canto do pai (TCHERNICHOVSKI; NOTTEBOHM, 1998). Estes resultados
podem estar relacionados com a quantidade de testosterona que parece ser mais alta nos filhotes
mais novos (SCHWABL, 1993). Alternativamente, a presenga de outros modelos i.e. dos
irmaos, pode afetar na imitacdo do canto em individuos que vocalizam mais tarde
(TCHERNICHOVSKI; NOTTEBOHM, 1998). Concomitante, estes resultados mostram que a
aquisi¢do do canto em mandarins ¢ influenciada ndo somente pelo modelo auditivo, mas talvez
possa ser influenciada pelo comportamento de animais presentes no mesmo ambiente, além, ¢

claro, do tutor (CLAYTON, 1987; CAROUSO-PECK; GOLDSTEIN, 2019).

Experimentos com tutoramento controlado corroboram com a ideia da influéncia do contexto
social no aprendizado do canto (DEREGNAUCOURT et al., 2013). Mandarins juvenis tendem
a ter um aprendizado reduzido se o modelo for proveniente de playback quando comparados
com o tutor ao vivo. Além disso, o aprendizado parece ser melhor quando os animais controlam
o playback, em um procedimento ativo, comparado com playbacks passivos

(DEREGNAUCOURT et al., 2013). Sugere-se que estas interagdes sociais podem alterar a
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saliéncia do estimulo, modificando processos atencionais e portanto a formacdo de memorias

auditivas (GOLDSTEIN; KING; WEST, 2003).

Mandarins quando isolados desenvolvem um canto com caracteristicas anormais (PRICE,
1979). A estabilidade da nota e o padrdo temporal do canto permanecem normais da espécie.
Este canto, porém, apresenta pouca variagdo das notas e médias mais altas de frequéncia e
duracdo das notas (PRICE, 1979). Estes animais isolados ainda conseguem incorporar novos
elementos em seu canto quando apresentados a um tutor quando adultos (MORRISON;
NOTTEBOHM, 1993). Sugere-se que a auséncia de modelos vocais atrasa o fechamento do
periodo critico de aprendizado (BRAINARD; DOUPE, 2002; MORRISON; NOTTEBOHM,
1993).

2.5. Aprendizado vocal e discriminacio

Existem dois tipos de aprendizados importantes no processo de desenvolvimento vocal nos
mandarins. O aprendizado de desempenho, onde o animal juvenil incorpora elementos do canto
do tutor. E a capacidade de discriminar vocalizagdes, cujo objetivo ¢ identificar outros
individuos coespecificos (CLAYTON, 1988). Esses dois tipos de aprendizados sdo distintos,
visto que a discriminagdo ¢ puramente sensorial, e o aprendizado de desempenho trata-se de
um processo sensorio-motor (CLAYTON, 1988). No entanto, o processo no qual os sons sio
percebidos, discriminados e utilizados para coordenar interagdes sociais durante a vida, nao

estd totalmente esclarecido (STRIPLING et al., 2003).

A capacidade discriminatoria dos mandarins pode ser afetada pelo seu contexto social. De
modo geral, juvenis que crescem junto com o tutor apresentam uma preferéncia pelo seu canto
(CLAYTON, 1987; RIEBEL; SMALLEGANGE, 2003). Porém, animais que sdo isolados
antes do 25° dia de vida ndo apresentam essa preferéncia (CLAYTON, 1988). Sugere-se que
mesmo o animal possuindo uma capacidade discriminativa, ndo consegue aprender o suficiente
para discernir o canto do tutor dentre outros individuos (CLAYTON, 1988). Além disso, um
estudo com mandarins juvenis isolados do tutor, aponta que esses animais ndo apresentam
perda na sua capacidade discriminatéria (BRAATEN; PETZOLDT; COLBATH, 2006) . No
entanto, outro experimento mostrou que animais que continuam com a mae e irmaos depois da
retirada do tutor, apresentam discriminacdo normal para notas e razdo de frequéncias, mas
apresentaram déficit na discrimina¢do da frequéncia de alcance quando comparados a animais
criados em condi¢des normais, i.e., em uma unidade familiar. Enquanto que animais isolados
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da unidade familiar apresentam uma diminui¢ao da discriminagdo para esses trés fatores, i.e.,
frequéncia de alcance, razao de frequéncias e notas. Os autores sugerem que o isolamento além
de desenvolver cantos anormais pode afetar a percepgdo auditiva do animal (STURDY et al.,
2001). Ademais, juvenis mudos ndo apresentam preferéncia por cantos familiares, sugerindo
que a pratica do proprio canto também pode influenciar os processos discriminatorios (PYTTE;
SUTHERS, 1999). Porém nao estd muito claro se esse déficit ¢ decorrente de alteragdes na
capacidade perceptual ou ¢ simplesmente uma falta de motivagao do proprio animal (STURDY
etal., 2001). Pois além da percepgao, a escuta, ateng@o e motivacao fazem parte das habilidades

requeridas para os animais discriminarem sons de maneira precisa (STURDY et al., 2001).

Mandarins juvenis criados pela propria espécie, possuem uma preferéncia para sons
coespecificos em comparacdo a héteroespecificos. Esta preferéncia sugere que o sistema
auditivo possui especializacdes inatas as particularidades actsticas da sua propria espécie
(MARLER, 2004). No entanto, experimentos iniciais mostraram que animais criados por cross-
fostering apresentam uma diminui¢do na preferéncia por cantos coespecificos. Os autores
apontam que exposi¢ao a cantos diferentes da espécie durante o desenvolvimento, poderia gerar
um distirbio na sua capacidade discriminatoria (CAMPBELL; HAUBER, 2009a). Indicando
que, mesmo com predisposi¢des da espécie, a experiéncia social pode influenciar no processo

discriminativo do animal (TER HAAR et al., 2014).

Ademais, o desempenho auditivo dos mandarins pode estar relacionado ao seu
desenvolvimento. Moore e colaboradores (2019) demonstraram que a codificag¢ao sensorial em
alguns neurdnios auditivos de mandarins adultos, pode ser significativamente alterada com a
manipulacdo da experiéncia vocal durante o desenvolvimento. Mais especificamente,
mandarins criados em condi¢des normais possuem, a nivel neuronal, uma maior percepgao e
taxa de disparo em neurdnios auditivos, quando comparados com mandarins criados através do
cross-fostering (MOORE; WOOLLEY, 2019). Sugerindo que, durante o desenvolvimento, a
experiéncia com diferentes tipos de sons naturais pode regular substancialmente a habilidade
de codificagdo da informagdo de neurdnios auditivos. Além disso, mandarins adultos sdo
melhores para discriminar chamadas vocais que possuem diferentes frequéncias comparado
com juvenis (MILLER-SIMS; BOTTIJER, 2012). Indicando que, assim como os bebés
humanos, os mandarins dependem da experiéncia social e maturacdo de determinados circuitos

neurais para obterem uma melhor capacidade perceptual (MILLER-SIMS; BOTTIJER, 2012).
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral: Analisar como o isolamento social ou a limitagdo da pratica vocal afetam a

discriminacdo auditiva no Mandarim-Diamante (7aeniopygia guttata).

Objetivo _especifico 1: Investigar os efeitos da limitacdo do ato de cantar durante o

desenvolvimento na habilidade de discriminagao auditiva.

Objetivo especifico 2: Investigar os efeitos da privagdo social na capacidade discriminativa do

mandarim.
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4. METODOS GERAIS:

4.1. Animais: Passaros Mandarim (Taeniopygia guttata) foram obtidos do aviario do Instituto
do Cérebro da Universidade Federal do Rio Grande do Norte e mantidos em um ciclo
claro/escuro de 14:10. Os passaros foram acondicionados em gaiolas de 58.5 x 35.5 x 28 cm

com luzes acesas as 06:00 horas, acesso livre a comida (sementes e 4gua mineral), temperatura

de 26° Celsius e 60% de umidade.

4.2. Condicoes sociais durante o desenvolvimento do canto: Mandarins machos foram

divididos em quatro grupos experimentais.

Grupo 1 - Controle: animais foram mantidos com sua familia, i.e., os pais e filhotes mantidos
juntos, em gaiolas expostas a todo avidrio (Fig. 4).

Grupo 2 - Impedido: animais foram impossibilitados de cantar durante o periodo sensorio-

motor através da colocagdo de pesos entre 5g — 20g em seus pescogos (HAYASE et al., 2018;
HOESE et al., 2000). Esses pesos foram envolvidos em um tecido flexivel e um elastico de
borracha para uma melhor manipulag¢do e para que os animais ndo fossem machucados pelo
aparato. Este procedimento permitiu que os animais alimentassem normalmente, porém, por
alterar a postura, eles tinham dificuldade de cantar, pois ndo conseguiam assumir a postura
necessaria para a producdo do canto. Os pesos foram colocados somente durante o dia (periodo
claro) a partir do 45° dia de vida. Em um periodo inicial, de habituag@o, os animais usaram o
peso durante 4 horas e uma vez habituados, este periodo foi estendido em lhr por dia até atingir
o limite de 8 horas/dia. A manipulagdo foi adaptada de Hayase e colaboradores (2018), devido
ao estresse causado nos animais com a colocagdo de pesos maiores € um tempo maior de uso.
Os animais experimentais foram pesados semanalmente para monitorar eventuais perdas de
peso devido ao procedimento. Além disso, eles podiam ver e ouvir seus tutores normalmente
durante o desenvolvimento.

Grupo 3 - Isolado: animais foram mantidos em isolamento social. A partir do 15° dia de vida o

pai foi retirado para evitar qualquer exposi¢ao ao canto de machos adultos. No dia 35° as maes
foram retiradas para evitar contato com outro animal. Neste contexto, os filhotes ouviram
outros mandarins do aviario, porém estavam visualmente isolados prevenindo assim o

aprendizado do canto (Fig. 7; PRICE, 1979).

Grupo 4 - Controle Isolado: animais foram mantidos em isolamento social a partir do 35° dia

de vida para evitar qualquer exposicdo ao canto de machos adultos ap6s a memorizag¢dao do
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modelo auditivo proveniente do pai. Ou seja, foram mantidos em isolamento social pelo mesmo
tempo em que os animais do grupo 3, mas tiveram a possibilidade de aprender com um tutor

por um tempo, i.e., inicio do periodo sensorial (Fig. 10; BOHNER, 1990).

4.3. Analises comportamentais

4.3.1. Aprendizado do canto: as gravagdes de som, ou seja, 0s comportamentos vocais, foram
analisados para quantificar: (/) o grau de similaridade do canto comparado ao tutor; (2) a
estereotipia do canto no decorrer do desenvolvimento, i.e., consisténcia das vocalizacdes; (3)
a estrutura do canto no decorrer do desenvolvimento, i.e., sonogramas.

Os cantos, i.e., episddios, foram gravados através do software especializado SAP 2011 (Sound

Analysis Pro; http://soundanalysispro.com; TCHERNICHOVSKI et al., 2000), e segmentados

em motivos através dos softwares RavenLite (The Cornell Lab) e Matlab (Mathworks Inc.,
EUA). Os primeiros 50 motivos do dia foram analisados através do SAP 2011, usando
pardmetros de comparagdo padrdo, i.e., andlise assimétrica quando comparado ao tutor, e
simétrica quando comparado as proprias vocalizacdes. Este software faz uma anélise espectral
e calcula um conjunto de caracteristicas fisicas do canto, gerando uma tabela com as
caracteristicas acusticas dessa comparagdo, que sao definidas da seguinte maneira:

Amplitude - “forma de onda do som, ¢ o desvio absoluto do zero”;

Pitch - “medida do periodo de oscilagdo”;

Frequéncia Média - “avalia o centro da distribui¢do de energia nas frequéncias”;

Goodness of Pitch - “estimativa da periodicidade do pitch harménico”;

Entropia de Wiener - “medida da largura e uniformidade do espectro de poténcia”;

Duracao da Silaba - “tempo em milissegundos da silaba”.

Essas caracteristicas, por sua vez, resumem a estrutura acustica do canto analisado.

4.3.2. Discriminagdo auditiva: para determinar a capacidade discriminatoria auditiva, animais
experimentais e controles foram submetidos a um teste de discriminag¢do conforme Tokarev &
Tchernichovski (2014). Animais foram levados para uma camara de isolamento actstico e
colocados em uma gaiola especialmente desenhada para o teste de discriminagdo auditiva (Fig.
6). Este aparato possuia um poleiro circular em frente a uma janela que permitia a visualiza¢ao
de um outro individuo que servia como estimulo motivacional para o animal a ser testado. No
momento que o passaro pousava no poleiro um sensor de movimento (infravermelho) era

acionado e um de dois cantos era tocado (pseudo-randomizado): um neutro (estimulo social) e
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um aversivo (estimulo aversivo). Quando o canto era o “aversivo”, um sopro de ar era langado
em dire¢@o ao passaro se o animal continuasse no poleiro ap6s o inicio do canto. O animal tinha
em torno de 2.0 segundos para evitar a puni¢do deixando o poleiro. J& quando o canto tocado
era o “neutro”, nada acontecia e o animal poderia continuar no poleiro. Com isso, estipulamos
uma taxa de discriminagdo, onde foi considerado como certo escapar ao som aversivo e ficar
ao som neutro (taxa de discriminacdo = (% escapadas no aversivo + % ficadas no neutro) /2).
Cada animal foi submetido a 3 sessoOes diarias de uma hora de duragao, totalizando 30 sessdes

em aproximadamente 10 dias.

4.3.3. Teste de interacio social: Para investigar se um determinado grupo aprendia mais
rapidamente a discriminar pela falta de estimulo social ou do aprendizado sensorial durante o
desenvolvimento, foi feito um teste de interagdo social. Esse teste teve como objetivo analisar
a motivagdo do animal frente a um estimulo social. Os animais foram levados para uma cdmara
de isolamento actstico e colocados em uma gaiola especialmente desenhada para o teste. A
gaiola continha trés camaras (A, B e C), divididas por uma placa com uma janela lateral. Na
camara B ficava o animal teste, contendo dois poleiros em T (1 e 2) cada um voltado para uma
janela, para visualizagdo da camara ao lado. Enquanto que o animal observador (estimulo
social), ficava em uma das camaras laterais (A ou C) (Fig. 15A). O animal teste era levado para
a gaiola um ou dois dias antes do teste para habituag¢do do espago, e apds esse tempo, o animal
observador era colocado randomicamente em uma das camaras laterais durante uma hora. Em
seguida o observador era retirado e o animal teste ficava por mais uma hora no local. Gravagdes
de videos foram feitas uma hora antes, durante e uma hora apos o teste, para mensurar o tempo
e a quantidade de vezes e em que o animal ficava em determinado poleiro. Além disso, o animal
teste foi rastreado através de um programa pelo Matlab em todo o momento no qual se
encontrava na gaiola, e sensores infravermelhos foram usados em cada poleiro para detec¢ao
de engajamento do animal. Animais que ndo visitaram o poleiro social durante o teste foram

excluidos das anélises.
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5. RESULTADOS

5.1. A redugio da pratica vocal retarda o aprendizado do canto

As respostas auditivas tornam-se progressivamente mais especificas ao proprio canto com a
progressdo do aprendizado vocal. No entanto, ndo estd claro se a pratica vocal influencia no
aparecimento destas respostas ou se afeta a percepcao auditiva. Por tudo isso, foi desenvolvido
um grupo de animais que foram limitados de cantar liviemente durante o periodo sensorio-
motor, doravante chamados de impedidos (ver Fig. 4A para mais detalhes). Este tipo de
procedimento atrasa a consolidacao do canto, embora ndo esteja claro se isto afeta a trajetoria
do mesmo (HAYASE et al., 2018). Para limitar os mandarins juvenis de cantarem livremente
nds adaptamos o protocolo de Hayase e colaboradores (2018), e gravamos o canto destes
animais periodicamente. E possivel observar que o grupo impedido canta significativamente
menos do que o grupo controle (Fig. 4G; Mann-Whitney, duas caudas; p=0,0406; n=8 e 7,
controle e impedido respectivamente), mostrando que o procedimento experimental foi
eficiente na prevengao do ato de cantar. Esses cantos foram entdo comparados com o canto do
seu tutor para determinar o grau de aprendizado. Comparagdes dos sonogramas apontam que,
mesmo com as limitagdes impostas, hé certa similaridade entre o canto do animal impedido e
seu tutor (Fig. 4B; por exemplo 67% para a silaba “d”). A similaridade dos cantos ao final do
periodo de aprendizado vocal (dia 85 de vida neste caso, porque infelizmente problemas
técnicos impediram a avaliacdo do dia 90) mostra que o grupo impedido produz cépias
inferiores as copias do grupo controle (Fig. 4C; 72,69 £5,47; 47,36 £9,58; Mann-Whitney,
duas caudas, p= 0,0371; Média + Erro Padrdo). Além disso, a autossimilaridade, i.e.,
estereotipia do canto, no dia 85 ¢ menor do que o grupo controle (Fig. 4D; 93,26% +1,82;
81,31% =£5,66; Mann-Whitney, duas caudas, p=0,0205; Média + Erro Padrao), indicando que

neste dia existe uma maior variagdo entre iteragdes do canto no grupo impedido.

Para avaliar o desenvolvimento vocal nesses animais foi realizada uma analise da similaridade
com o tutor em diferentes idades. Como esperado, o grupo controle apresenta uma melhora
gradativa no decorrer dos dias, enquanto que o grupo impedido permanece abaixo dos 55%
(Fig. 4E; Two-way ANOVA, p <0,0001). Em contraste a similaridade ao tutor, a estereotipia

do canto aumenta com a progressdo do desenvolvimento em ambos os grupos. Ou seja, existe
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uma crescente consolidacdo do canto a medida que o animal vai se desenvolvendo,

independente da reducdo da pratica vocal (Fig. 4F; Two-way ANOVA, p=0,5301).

De modo a avaliar se existe uma diferenga no canto em dias consecutivos, analises de
frequéncia cumulativa em dois momentos do desenvolvimento, foram realizadas. Esses dias
sd0 pontos importantes no desenvolvimento do animal, i.e., periodo plastico (60 dias) e periodo
de cristalizagdo do canto (90 dias). Com isso, ¢ possivel observar que nos dias 60 x 61, ambos
os grupos possuem uma meédia acima de 65% (Fig. 4H; 67,23% +0,27; 80,11 £0,09; controle
e impedido respectivamente; Média + Erro Padrdo). Enquanto que nos dias 85 x 86, o grupo
controle teve um aumento significativo na média, ao contrario do grupo impedido que se
manteve semelhante aos dias 60 x 61 (Fig. 4H; 90,24% =+0,03; 84,37% =+0,10; controle e
impedido respectivamente; Média + Erro Padrdo). Para estimar a diferenga entre as duas
curvas, foi feita uma andlise da distancia entre as curvas do grupo controle em relagdo ao grupo
impedido. Esta avaliacdo mostra que a diferenca nos dias 60 x 61 ¢ de 0,5695, e para os dias
85 x 86 ¢ de 0,6296 (Fig. 4H, inset; Distancia de Kolmogorov—Smirnov; p<0,0001). E possivel
observar um aumento na distancia das curvas com o passar do desenvolvimento, sugerindo
uma divergéncia na trajetoria do aprendizado vocal dos dois grupos. Além disso, ¢ importante
ressaltar que os animais foram pesados semanalmente para avaliar possiveis perdas de peso
devido ao procedimento. Todavia, ¢ possivel observar que os animais impedidos sdo mais
pesados que animais controle, indicando que o procedimento ndo gerou graves consequéncias
na saude dos animais experimentais (Fig. 41; Mann-Whitney, duas caudas; p=0,0011; n=4 ¢ 3

para controle e impedido respectivamente).
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Figura 4. A pratica vocal influencia no aprendizado do canto. A) Desenho esquematico mostrando
a manipulag@o da pratica vocal em mandarins juvenis; B) Sonogramas comparando o canto do tutor
com o seu aprendiz impossibilitado de cantar; letras indicam as silabas e percentual indica o grau de
semelhanca com a silaba equivalente do tutor; C-D) Aprendizado vocal demonstrando a similaridade

ao tutor ¢ a autossimilaridade aos dias 85 de idade, respectivamente. E-F) Curva do aprendizado e
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estereotipia do canto ao longo do desenvolvimento, respectivamente. G) Quantidade de cantos por dia
ao longo do desenvolvimento; H) Frequéncia cumulativa mostrando o aumento na estabilidade vocal
dos animais entre 60 (linha continua) e 85 (linha pontilhada) dias de idade; linha preta e vermelha,
representam grupo controle e impedido respectivamente; Insef, mostra a distancia de Kolmogrov-
Smirnov entre as curvas dos grupos controle ¢ impedido aos 60 e 85 dias de idade; I) Peso corporal dos

animais durante o desenvolvimento. Ctrl., controle; Impe., impedido. * p< 0.05.

Para uma melhor avaliagdo do canto de animais impedidos, andlises das caracteristicas
espectrais individuais do canto foram realizadas. Enquanto que as analises de similaridade e
autossimilaridade fazem uma comparacao global das diferentes propriedades fisicas do canto,
esta avaliagdo € mais especifica por fazer uma média dos componentes espectrais do canto. Por
tudo isso, € possivel observar que existe uma diferenca significativa na amplitude, na
frequéncia média e no pitch do canto dos animais impedidos quando comparado aos controles
(Fig. 5A, C e E; Mann-Whitney, duas caudas; p=0,0037; p=0,0003; p=0,0205; para amplitude,
frequéncia média e pitch respectivamente; n=8 e 7 para controle e impedido respectivamente).
Enquanto ndo foram observadas diferencas na entropia, no pitch goodness e na duragdo das
silabas destes animais (Fig. SB, D e F; Mann-Whitney, duas caudas; p=0,3357; p=0,3969;
p=0,7789; para entropia, pitch goodness e duracdo da silaba respectivamente). Juntos, estes
resultados corroboram com uma ideia de um déficit no aprendizado vocal dos animais

impedidos de cantar.
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Figura 5. O impedimento da pratica vocal altera caracteristicas espectrais do canto. O
impedimento do ato de cantar altera a Amplitude (A), Frequéncia média (C) e o Pitch (E), mas ndo afeta
a Entropia de Wiener (B), Pitch goodness (D) e a Durago da silaba (F). n=8 e 7 para controle e
impedido, respectivamente. * p< 0.05; ** p<0.01; *** p<0.001.

5.2. A reducio da pratica vocal nido altera a discriminacio auditiva

Para investigar se a pratica do canto influencia na percep¢do auditiva dos mandarins,
submetemos animais impedidos a um teste de discriminag¢do. Resumidamente, o teste se baseia
na discriminag¢do de dois cantos, um associado com um estimulo aversivo e outro com um
estimulo neutro (TOKAREV & TCHERNICHOVSSKI, 2014). O animal por sua vez, caso
consiga discriminar entre os cantos, deve aprender a escapar do estimulo aversivo e ficar no
estimulo neutro (Fig. 6A). E possivel observar que no ultimo dia do teste ambos os grupos
possuem uma taxa de escapadas ao som aversivo acima de 65% (Fig. 6B; 76,39% +6,45;
65,60% +12,68; Mann-Whitney, duas caudas, p=0,3810; Média + Erro Padrdo), e abaixo de
45% ao som neutro (Fig. 6B; 42,76% =+ 8,49; 13,17% =+3,18; Mann-Whitney, duas caudas,
p=0,1667; Média + Erro Padrdo), indicando que ambos os grupos aprendem a tarefa. E
importante ressaltar que ndo existe uma diferenga significativa na quantidade de tentativas
entre os grupos (Fig. 6C; Mann-Whitney, duas caudas, p=0,3810). Além disso, a taxa de

escapadas ao canto aversivo ao longo do treinamento mostra uma curva de aprendizado
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semelhante entre animais controle e impedidos. Ambos os grupos comegam com uma baixa
taxa de escapadas e entre o terceiro e quarto dia de treinamento, atingem taxas acima de 50%
(Fig. 6D; Two-way ANOVA, p=0,7421). Em contraste, a taxa de escapadas ao som neutro
mostra que o grupo controle tém um aumento inicial, permanecendo abaixo de 45%, enquanto
que o grupo impedido permanece abaixo dos 35% (Fig. 6D; Two-way ANOVA, p=0,1406).
Para considerar simultaneamente as respostas ao canto aversivo e neutro, analisamos a taxa de
discriminacdo. Com isso, ¢ possivel observar que ambos os grupos apresentam uma curva de
aprendizado semelhante, aumentando a taxa de acertos no decorrer dos dias (Fig. 6E; Two-
way ANOVA, p=0,0894). Estes resultados, portanto, sugerem que a limitacao da pratica vocal

nao leva a defeitos na discriminagao.
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Figura 6. Limitacio da pratica vocal nfio influencia na discriminacio auditiva.
A) Desenho esquematico do aparato de discriminacéo; B) Taxa de escapadas aos sons aversivo e neutro
no ultimo dia de teste; C) Numero total de tentativas; D-E) Percentual de escapadas aos sons aversivo

e neutro (D), e taxa de discriminagdo (E) ao longo do teste. n=6 e 3 para controle e impedido

respectivamente. A, aversivo; N, neutro; Ctrl, controle; Impe, impedido; IR, infravermelho.
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5.3. Auséncia de um tutor impede o aprendizado do canto

O aprendizado do canto parece moldar as respostas de neurdnios auditivos em passaros canoros
(COUSILLAS et al., 2004; MOORE; WOOLLEY, 2019; PHAN; PYTTE; VICARIO, 2006;
YANAGIHARA; YAZAKI-SUGIYAMA, 2019). No entanto, ndo esta claro se estas mudangas
sdo acompanhadas por altera¢des na capacidade perceptual destes animais. Para investigar esta
possibilidade nés geramos um grupo de animais que ndo foram expostos a um modelo auditivo
(doravante chamados de isolados) e avaliamos o efeito do aprendizado do canto na
discriminacdo auditiva. E importante lembrar que animais isolados nio desenvolvem
vocalizagdes normais (PRICE, 1979). Por isso, os animais foram gravados periodicamente e
comparados a animais controle, i.e., pdssaros que cresceram na presen¢a de um tutor como
uma unidade familiar (ver Fig. 7A para mais detalhes). Para determinar o grau de aprendizado,
o canto de cada animal foi analisado ao término do desenvolvimento vocal (~90 dias de idade)
e comparado ao canto do seu tutor, i.e.,similaridade com o tutor, no caso dos isolados foi o pai
biologico. O indice de similaridade mostra que existe um efeito significativo do isolamento no
aprendizado do canto (Fig. 7C; Mann-Whitney, duas caudas, p=0,0016; n=6 e 9 para controle
e isolado respectivamente). Mais especificamente, animais controle apresentam elementos
acusticos semelhantes ao tutor, claramente evidenciados pela presenga de silabas em comum
(Fig. 7B; 70% e 77% de similaridade, para as silabas “c” e “d” respectivamente). Em contraste,
animais isolados ndo apresentam silabas em comum com o seu pai, embora apresentem
algumas notas prototipicas da espécie (Fig. 7B; 85% de similaridade para o fragmento “y”).
Estes cantos sdo caracterizados por silabas alongadas e de maior modulagao da amplitude, que
sdo comumente encontradas em animais crescidos nestas condigdes (PRICE, 1979). Estes
passaros, obviamente, apresentam cantos com baixa similaridade ao tutor (Fig. 7C; 30,33 +
6,20 versus 76,07 + 7,33 para isolado e controle respectivamente; Média + Erro Padrio).
Confirmando que de fato a auséncia de um tutor, i.e., modelo acustico, leva a defeitos no

aprendizado vocal.

Para uma melhor avaliacdo do aprendizado vocal, foram realizadas analises de similaridade ao
longo do desenvolvimento. E possivel notar que o grupo isolado apresenta diferengas
significativas em quase todos os dias avaliados do desenvolvimento quando comparado ao
grupo controle (Fig. 7E; Two-way ANOVA, p< 0.0001; n=8 e 9 para controle e isolado

respectivamente; Sidak post hoc; para detalhes ver Tabela 1). Estes resultados mostram que,
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como esperado, as vocaliza¢cdes de mandarins ndo mostram uma progressao gradual com o

tempo quando ndo sdo apresentados a um tutor durante o desenvolvimento.

Embora os escores de similaridade possam indicar aprendizado ou defeito de aprendizado,
animais isolados ndo possuem um modelo auditivo e, portanto, a comparagdo com o pai
bioldgico ndo ¢ muito adequada. Desta forma, foram realizadas comparagdes com o proprio
canto. A autossimilaridade ¢ informativa para avaliar o desenvolvimento das vocalizacdes, pois
permite estimar a ontogenia do canto independente da existéncia ou ndo de um modelo
auditivo. Espera-se que a medida que o canto progride, haja uma diminui¢ao na variabilidade
entre iteragoes (WILLIAMS, 2004). A estabilidade das vocaliza¢des dos animais ao término
do aprendizado, mostra que o grupo isolado difere marcadamente em relag¢do ao grupo controle
(Fig. 7D; 72,35 + 5,17 versus 96,82 + 0,91 para isolado e controle, respectivamente; Média +
Erro Padrio; Mann-Whitney, duas caudas, p=0,0016; n= 6 e 9 para controle e isolado
respectivamente). A alta variabilidade entre iteracdes do canto indica que animais isolados
ainda ndo consolidaram o seu canto. Isto contrasta com animais controle que apresentam um
canto altamente estereotipado nesta idade (Fig. 7D). No entanto, ¢ possivel observar um
aumento gradual na autossimilaridade em ambos os grupos (Fig. 7F). Este aumento sugere que
mesmo produzindo can¢des anormais, animais isolados ainda mostram desenvolvimento vocal,
embora retardado, tipico da espécie. Sugerindo que componentes inatos contribuem para a

progressao do canto ao longo do desenvolvimento (MARLER, 2004).

Para obtermos uma ideia mais clara da estereotipia dos cantos desses animais, analisamos a
estabilidade do canto em dias consecutivos durante o desenvolvimento. E possivel observar
que entre os dias 60 e 61, ambos os grupos possuem metade dos indices de autossimilaridade
acima de 65% (Fig. 7G; 66,36% + 0,14; 67,23% + 0,27 para os grupos isolado e controle
respectivamente; Média + Erro Padrao). Nao obstante, aos 90 dias, o grupo isolado mantém
seus valores similares aos dias 60 e 61, enquanto que o grupo controle aumenta acima de 85%
(Fig. 7G; 63,10 £0,16; 88,64% +0,05 para os grupos isolado e controle respectivamente; Média
+ Erro Padrao). Sugerindo que os animais controle conseguiram desenvolver e padronizar seus
cantos, enquanto que os animais isolados ndo obtiveram o mesmo sucesso mesmo apds terem
atingido idade adulta, por apresentarem uma maior variagdo do canto em dias consecutivos.
Mais especificamente, ao quantificar a distancia das curvas do grupo controle em relagdo ao

isolado, ¢ possivel observar uma diferenca significativa entre as mesmas (Fig. 7G, Inset;
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Distancia de Kolmogorov—Smirnov=0,2031 e 0,9820 para os dias 60 versus 61 e 90 versus 91,
respectivamente; p< 0,0001; n=6 e 7, isolado e controle respectivamente). Notadamente, os
valores da distancia entre os grupos nos dias 60 x 61 ¢ menor quando comparada aos dias 90 x
91, provavelmente por causa do periodo em que os animais se encontravam que Sao
naturalmente variaveis (i.e. periodo plastico). Ademais, assim como os animais impedidos, os
animais isolados s3o mais pesados que o grupo controle (Fig. 7I; Two-way ANOVA, p<
0,0001; n=4 e 5 para controle e isolado respectivamente), indicando que o procedimento nao

gerou consequéncias negativas na satide dos animais.

Tabela 1. Comparacio estatistica da taxa de similaridade ao longo do desenvolvimento
entre animais controle e isolado. Valores significativamente diferentes estdo indicados em
negrito (Two-Way ANOVA, Sidak post hoc).

Dias Controle vs. Isolado
55 0,1349

60 0,0534

65 0,0003

70 <0,0001

75 <0,0001

80 <0,0001

85 <0,0001

90 <0,0001
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Figura 7. Auséncia de modelo auditivo interfere no aprendizado vocal. A) Desenho experimental
mostrando a manipulacdo dos animais; B) Sonogramas comparando o canto do tutor (painel superior)
e seus filhotes crescidos normalmente (painel do meio) e em isolamento (painel inferior). As letras
indicam as silabas e o percentual indica a similaridade das mesmas com silabas do pai biologico (tutor);
C-D) Aprendizado vocal mostrando a similaridade ao tutor e a autossimilaridade no dia 90 de vida,
respectivamente; E-F) Curvas de similaridade ao tutor e autossimilaridade ao longo do

desenvolvimento, respectivamente; G) Frequéncia cumulativa demonstrando o grau de estabilidade
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vocal em dias consecutivos. Linha azul representa o grupo isolado, e linha em preto representa o grupo
controle; linha continua indica os dias 60x61, e linha pontilhada mostra os dias 90x91; Inset, distancia
de Kolmogrov-Smirnov entre as curvas dos animais controle e isolado aos 60 ¢ 90 dias de idade; H)
Peso corporal dos animais experimentais ao longo do desenvolvimento. Ctrl, controle; Iso, isolado. *

p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001.

Para uma melhor avaliagdo dos cantos de animais isolados, foram feitas andlises das
caracteristicas espectrais individuais. E possivel observar que dentre os parimetros analisados,
a amplitude do canto em animais isolados ¢ significativamente diferente quando comparado
aos controles (Fig. 8A; Mann-Whitney, duas caudas, p= 0,0111). Enquanto que as demais
caracteristicas, ndo apresentam diferenca entre os grupos (Fig. 8B-F; Mann-Whitney, duas
caudas, p=0,7430; p=0,7430; p=0,7430; p=0,0927; p=0,1996; para entropia, frequéncia
média, pitch goodness, pitch e duragdo da silaba, respectivamente). Indicando que mesmo sem

um modelo auditivo, o canto desses animais ainda possui caracteristicas tipicas da espécie.
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Figura 8. Caracteristicas espectrais do canto de mandarins sem modelo auditivo. Privacdo social
altera a amplitude (A), mas ndo afeta Entropia de Wiener (B), Frequéncia média (C), Pitch goodness

(D), Pitch (E) e a Duragao da silaba (F). n=8 e 9 para controle ¢ isolado respectivamente. * p< 0.05.
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5.4. A auséncia de um modelo auditivo afeta a discriminac¢ao auditiva

Um sistema de comunicacdo verdadeiro envolve além da producdo do sinal (neste caso a
vocalizagdo) um receptor que seja capaz de perceber e interpretar o sinal de forma adequada
(HAUSER, M. D. & KONISHI, M., 2003). Um dos objetivos deste trabalho ¢ investigar a
relag@o entre aprendizado vocal e a capacidade discriminatoria, diferenciando a existéncia ou
ndo de um modelo auditivo. Por tudo isso, para determinar se a falta de tutoramento poderia
influenciar a discriminacdo em mandarins nds submetemos animais isolados ao teste
comportamental de discriminac¢ao auditiva. Os grupos controle e isolado possuem uma média
acima de 75% na taxa de escapadas no som aversivo (Fig. 9A; Mann-Whitney, duas caudas,
p>0.9999; 76,39% +6,45; 78,53% +5,88 para controle e isolado, respectivamente; Média +
Erro Padrido; n= 6 para ambos os grupos) e abaixo de 45% para o som neutro (Fig. 9A; Mann-
Whitney, duas caudas, p=0,0411; 42,76% +8,49 e 10,95% +2,72 para controle e isolado,
respectivamente; Média + Erro Padrdo). Ou seja, todos os animais tomaram a decisdo correta
em mais da metade das tentativas no tltimo dia, indicando que eles conseguiram efetivamente
aprender a tarefa e distinguir os cantos. No entanto, o grupo isolado parece aprender mais
rapidamente e atinge uma média de escapadas acima de 50% ao canto aversivo ja no segundo
dia de teste, enquanto que o controle atinge essa faixa somente no terceiro dia. Esta diferenca,
no entanto, ndo ¢ significativa (Fig. 9C; Two-way ANOVA, p=0,2007). Por outro lado, a taxa
de escapadas ao som neutro ao longo do teste mostra que o grupo isolado possui a menor média
na maioria dos dias (Fig. 9C; Two-way ANOVA, Interacao grupo vs dia p=<0,0001). Quando
se considera simultaneamente as respostas ao canto aversivo e neutro (taxa de discriminagao),
¢ possivel observar que ambos os grupos aumentam a taxa de acertos no decorrer dos dias.
Nota-se, no entanto, que o grupo isolado acerta mais que o grupo controle a partir do quinto
dia (Fig. 9D; Two-way ANOVA, p<0,0001, Sidak post hoc). Estes resultados sugerem que
animais sem o modelo auditivo aprendem a discriminar melhor do que animais controle. E
importante ressaltar que ndo existe uma diferenca significativa no niimero de tentativas entres
os grupos (Fig. 9B; Mann-Whitney, duas caudas, p=0,1797), sugerindo que a melhor
performance observada no grupo isolado ndo se deve simplesmente a quantidade de

engajamentos no teste.

38



>
(@)

o Ctrl -o- CtrlA
100 & Iso 100 & |soA
[ 1)
¥ -©- CtrlN
80~ . 80
: % = :\; & IsoN
s 601 o °® K 60—
- 2
g 404 ° © 40
(&)
(7] (7]
w 20 - w 20—
o (R
0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 ) ) 1
A N 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias
B D
5000 100
4000- o " 80-
S 3000+ n > 60
3 + 8
$ 2000 sall g 40+
- . ] <
1000 ° 20
0 1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Ctrl lIso 0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Dias

Figura 9. Auséncia de tutor influencia na discriminaciao auditiva. A) Percentual de escapadas ao
som aversivo ou neutro no ultimo dia de teste; B) Nimero total de tentativas durante o periodo de testes;
C) Percentual de escapadas aos sons aversivo e neutro; D) Taxa de discriminacdo ao longo do
experimento. Em C, simbolos abertos representam as escapadas ao som neutro e fechados representam

escapadas ao som aversivo. A, aversivo; N, neutro; Ctrl, controle; Iso, isolado. * p< 0.05; ** p<0.01.

5.5. A privacdo social nio altera o aprendizado do canto

Devido aos resultados obtidos, ndo fica imediatamente claro qual a causa da diferenca
observada. Isto €, se a melhora da performance no teste de discriminagdo nos animais isolados
foi em decorréncia da auséncia de tutor ou devido ao isolamento social per se. Para
desambiguar os resultados, foi gerado um grupo de animais expostos ao tutor até o dia 35 de
idade, tempo suficiente para aquisicio do modelo (BOHNER, 1990), e posteriormente isolados
até o fim do aprendizado vocal (Fig. 10A). Uma analise rapida mostra que estes animais, assim
como animais controle, produzem silabas com uma boa similaridade ao tutor (Fig. 10B; 54%,
61% e 77% para as silabas “a”, “b” e “c” respectivamente). Mais importante ainda, ndo hd uma
diferenga significativa no aprendizado (similaridade) e na estereotipia (autossimilaridade) do

canto ao final do periodo de aprendizado nestes animais (Fig. 10C-D; Mann-Whitney, duas
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caudas, p=0,3524 e p=0,1714 para similaridade e autossimilaridade, respectivamente; n= 6 e
4, para controle e controle isolado respectivamente). O resultado final, i.e., aprendizado e
estereotipia, portanto parece ndo ser afetado pelo isolamento social apds a memorizagdao do

modelo.

Entdo, para uma avaliagdo mais detalhada, foi analisado o canto ao longo do desenvolvimento.
Os indices de similaridade mostram que existe uma diferenca entre os grupos (Fig. 10E; Two-
way ANOVA, p < 0.0001; n=8 e 4 para controle e controle isolado, respectivamente),
indicando que embora os animais controle isolado conseguiram adquirir um modelo auditivo
nos vinte dias em que foram expostos ao tutor, a trajetdria do canto parece ser diferente. Por
outro lado, a autossimilaridade ¢ semelhante entre os grupos (Fig. 10F; Two-way ANOVA, p=
0.8532), consistente com a producao de um canto estavel, o chamado canto cristalizado. Estes
resultados, portanto, corroboram a ideia de que o contexto social durante a pratica do canto
exerce uma influéncia sutil no desenvolvimento do mesmo. Mais ainda, a estabilidade do canto
em dias consecutivos mostra que a distancia das curvas de frequéncia cumulativa sdo diferentes
(Fig. 10G - Inset; Distancia de Kolmogorov—Smirnov; p < 0,0001; n=6 e 4, controle e controle
isolado, respectivamente), confirmando os resultados da ontogenia do canto que sugerem
trajetorias diferentes de aprendizado. Estes dados indicam que o isolamento social afeta de
forma sutil o aprendizado vocal, e confirma observagdes prévias de que o defeito no
aprendizado em animais isolados ¢ devido principalmente a auséncia de um modelo acustico,

embora existam influéncias sociais.

Além disso, alguns animais foram pesados semanalmente para verificar possiveis perdas
devido a manipulacdo. Com isso, ¢ possivel avaliar que os animais controle isolado nao
apresentam uma diferenga no peso em relag@o ao grupo controle. Indicando que o procedimento
ndo gerou déficits na saide dos animais (Fig. 10H; Two-way ANOVA, p =0,2327; n=4 ¢ 5

para controle e controle isolado respectivamente).
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Figura 10. Experiéncia social nio interfere no aprendizado vocal.

A) Desenho experimental mostrando a manipulacdo dos animais; B) Sonogramas comparando o canto
do tutor (painel superior) e seu filhote (painel inferior). As letras indicam as silabas e o percentual indica
a similaridade das mesmas com silabas do tutor; C-D) Aprendizado vocal mostrando a similaridade ao
tutor (C) e a autossimilaridade (D) no dia 90 de vida, respectivamente; E-F) Curva de aprendizado vocal
(E) e estereotipia do canto (F) ao longo do desenvolvimento, respectivamente; G) Frequéncia
cumulativa demonstrando a estabilidade vocal em dias consecutivos. Linha marrom representa o grupo
controle isolado, e linha em preto representa o grupo controle. Linha continua indica os dias 60x61 e

linha pontilhada mostra os dias 90x91; Inset, distancia de Kolmogrov-Smirnov entre as curvas dos
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animais controle e controle isolado aos 60 e 90 dias de idade; H) Peso corporal dos animais

experimentais ao longo do desenvolvimento. Ctrl, controle; Ctrl. Iso, controle isolado.

Em seguida, para uma melhor avaliagdo, foram feitas analises das caracteristicas espectrais
individuais do canto desses animais. E possivel observar que ndo existe uma diferenga
significativa entre os grupos (Fig. 11A-F; Teste de Mann Whitney, duas caudas, p=0,3677;
p=0,2828; p=0,2141; p=0,6828; p=0,1535; p=0,1091; para amplitude, entropia, frequéncia
média, pitch goodness, pitch e duracdo da silaba, respectivamente). Indicando que a

manipulacdo dos animais controle isolados foi de fato bem sucedida.
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Figura 11. Caracteristicas espectrais do canto de mandarins socialmente privados. Privagio social
nao altera as propriedades acusticas do canto. Amplitude (A), Entropia de Wiener (B), Frequéncia média
(C), Pitch goodness (D), Pitch (E) e a Duragao da silaba (F). n=8 e 4 para controle ¢ controle isolado,

respectivamente.

5.6. A privacdo social ¢ suficiente para alterar a discriminacio auditiva

Por tudo isso, apés confirmar que a manipulacdo foi bem sucedida, experimentos
comportamentais de discriminacdo auditiva foram realizados. Dessa forma, € possivel observar

que no ultimo dia de teste tanto o grupo controle quanto o grupo controle isolado apresentam
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uma taxa de escapadas similar para os cantos aversivo e neutro (Fig. 12A; Mann-Whitney, duas
caudas, p>0,9999 e p= 0,1143, para aversivo e neutro respectivamente). Ao analisar a
quantidade total de tentativas feitas no teste, nota-se que nao existe uma diferencga significativa
entre os grupos (Fig. 12B; Mann-Whitney, duas caudas, p= 0,6095). A taxa de escapadas ao
som aversivo ao longo do teste mostra que os animais controle isolado atingem o limiar de 50%
j& no segundo dia, enquanto que animais controle atingem somente no terceiro dia. Os grupos,
no entanto, ndo sdo significativamente diferentes (Fig. 12C; Two-way ANOVA, p < 0,0755).
Esta tendéncia também ¢ evidenciada, pela taxa de escapadas ao som neutro que tende a ser
menor no grupo controle isolado (Fig. 12C; Two-way ANOVA, p=0,0546). Em contraste, a
taxa de discriminacdo, que considera a reposta a ambos os cantos, ¢ maior que animais controle
(Fig. 12D; Two-way ANOVA, p<0,0289). Sugerindo que ndo a auséncia do tutor, mas a
privacdo da experiéncia social durante o desenvolvimento, pode levar a uma melhor

performance no teste de discriminagdo auditiva.
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Figura 12. Privacio social pode influenciar a discriminacfdo auditiva. A) Percentual de escapadas
ao som aversivo e neutro no ultimo dia de teste; B) Numero total de tentativas durante o periodo de
testes; C) Percentual de escapadas aos sons aversivo e neutro; D) Taxa de discriminagdo ao longo do

experimento. Em C, simbolos abertos representam as escapadas ao som neutro e fechados representam
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escapadas ao som aversivo. n=6 ¢ 4 para controle e controle isolado respectivamente. A, aversivo; N,

neutro; Ctrl, controle; Ctrl. Iso, controle isolado. * p< 0.05.

5.7. A idade altera a velocidade de aprendizado mas nio a discriminacio auditiva

Uma outra hipotese para a melhora da performance em animais privados de contato social, ¢
um possivel prolongamento do periodo critico auditivo. Para melhor investigar esta questdo,
criamos um grupo controle juvenil (60 dias de idade), isto ¢, animais que ainda estdo dentro do
periodo critico, e comparamos com animais controle adultos. E possivel observar que as taxas
de escapadas aos sons aversivo e neutro no ultimo dia de teste sdo semelhantes (Fig. 13A;
Mann-Whitney, duas caudas, p=0,9307 e p>0,9999, para aversivo e neutro respectivamente;
n=6 e 5 para controle e juvenil respectivamente). Além disso, ndo existe uma diferenca
significativa na taxa de tentativas realizadas no teste (Fig. 13B; Mann-Whitney, duas caudas,
p=0,4286). Todavia, a taxa de escapadas ao longo dos dias indica que passaros juvenis
aprendem mais rapido a evitar o som aversivo do que animais adultos (Fig. 13C; Two-way
ANOVA, Interacdo grupo vs dia p=0,0125). Porém, ndo existe uma diferenca significativa na
taxa de escapadas ao som neutro (Fig. 13C; Two-way ANOVA, Interacdo grupo vs dia
p=0,1894). Contudo, a taxa de discriminagdo durante o teste mostra que ambos os grupos
acertam de forma similar, ndo apresentando diferencas significativas quando ambas as
respostas sdo consideradas (Fig. 13D; Two-way ANOVA, Interacdo grupo vs dia p=,3117).
Indicando que a idade ndo influencia na performance geral do teste de discriminagdo, embora

animais jovens parecem aprender mais rapido.
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Figura 13. Idade afeta a velocidade do aprendizado mas nio influencia na performance
discriminativa. A) Quantidade de escapadas ao som aversivo ou neutro no ultimo dia de teste; B)
Numero total de tentativas durante o periodo de testes; C) Percentual de escapadas aos sons aversivo e
neutro; D) Taxa de discriminagdo ao longo do experimento. Em C, simbolos abertos representam as
escapadas ao som neutro ¢ fechados representam escapadas ao som aversivo; n=6 e 5 para controle e

juvenil respectivamente. A, aversivo; N, neutro; Ctrl, controle; Juv; juvenil; ** p<0.01.

5.8. Motivacao social nio influencia na performance discriminativa

Mesmo mostrando que ndo ha diferenga na quantidade de vezes em que os animais engajam
no teste de discriminacdo, decidimos fazer mais um teste comportamental para melhor
compreender os resultados. Para isso n6s desenvolvemos um teste de engajamento social. Esse
teste consiste em avaliar através de uma combinacdo de sensores, rastreamento de imagem e
afericdo manual por video, o tempo e a posi¢do do animal em relagdo a um estimulo social
(poleiro social) ou neutro (poleiro neutro; Ver Fig. 14A e métodos para mais detalhes). O
rastreamento automadtico permitiu a geragdo de mapas de calor que mostram o padrdo de
atividade de cada individuo (Fig. 14B). Estes padrdes foram confirmados via andlise de video
e sensores infravermelhos. Com isso, foi possivel quantificar de forma precisa o numero de

visitas e o tempo em cada poleiro, assim como a laténcia até a primeira visita ao poleiro social.
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No entanto, observamos que ndo ha diferencas entre os grupos (Fig. 14C e D; Two-way
ANOVA, p=0,6582 e p=0,3934, respectivamente; Fig. 14; One-way ANOVA, p=0,1418).
Juntos, estes dados sugerem que os resultados observados no teste de discriminagao

provavelmente ndo s3o devidos a diferengas motivacionais (motivacdo social, mais

especificamente).
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Figura 14. Privacao social nio influencia em testes de sociabilidade. A) Desenho experimental do
aparato; B) Mapas de calor da atividade motora dos animais experimentais durante o teste; C)
Quantidade de visitas em cada poleiro; D) Tempo gasto em cada poleiro durante o teste; E) Tempo de
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isolado; Ctrl. iso, controle isolado; Juv, juvenil.
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6. DISCUSSAO

Com o intuito de determinar se a experiéncia auditiva e da pratica do canto influenciam na
capacidade discriminativa de mandarins, este estudo contemplou manipulagdes ambientais e
motoras, i.e., isolamento visual e impedimento do canto, e subsequentes testes de discriminag¢ao
de vocalizagdes coespecificas. Nossos resultados confirmam que a falta de estimulo social ou
da prética motora durante o aprendizado vocal de fato alteraram o desenvolvimento do canto
em mandarins. Estas alteragcdes sdo consistentes com a ideia de um prolongamento do periodo
critico, e atraso na matura¢do vocal. Mais importante, parece influenciar na capacidade de
discriminacdo dos individuos privados de convivio social, os quais apresentaram uma
performance superior aos animais controle. Estes resultados ndo podem ser simplesmente
explicados por componentes motivacionais, uma vez que (i) animais isolados ndo possuem uma
maior motiva¢do quando apresentados a um estimulo social, e (77) animais expostos ao tutor e
subsequentemente isolados apresentam uma performance também superior ao controle. Juntas,
estas observagdes sugerem que a experiéncia social pds-natal (contato visual e auditivo com
outros animais), pode influenciar o nivel da capacidade discriminatéria em animais adultos,

independentemente da existéncia ou ndo de um modelo auditivo ou da consolida¢ao do canto.
6.1. Pratica vocal e discriminac¢ao auditiva

A manipulagdo para limitar a pratica vocal durante o desenvolvimento foi relativamente efetiva
(Fig. 4-5). Ao todo, 7 animais apresentaram, em média, menos do que 320 cantos por dia. Além
disso, eles apresentaram uma similaridade com o tutor abaixo de 50% aos 85 dias de vida, e
vocalizagdes altamente variaveis, consistentes com cantos imaturos. E importante notar que,
dois animais foram excluidos do experimento por produzirem mais de 580 cantos por dia. Ou
seja, mais da metade da média total de cantos produzidos por animais controle (1010 = 87,60,
média + Erro Padrio). Corroborando assim com os achados do Hayase e colaboradores (2018),
apontando que a manipulagdo ndo ¢ 100% efetiva, ou seja, mesmo submetidos a manipulagao

alguns animais conseguem praticar e desenvolver o canto normalmente.

A limita¢do da pratica vocal nao influencia na performance discriminatéria dos mandarins.
Pois, assim como o grupo controle, o grupo impedido conseguiu discriminar normalmente os
dois cantos na tarefa. Sobretudo, estes animais mostram uma trajetoria comparavel com o grupo
controle no teste de discriminacdo (Fig. 6). Sugerindo entdo que a pratica vocal, mesmo que

limitada, ndo parece interferir na velocidade de aquisi¢do da tarefa nem na performance final.
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Outro ponto importante ¢ que o grupo impedido engajou menos no teste, € mesmo assim obteve
resultados semelhantes ao controle, indicando que o nimero de tentativas ndo parece ser um

fator determinante na performance desta tarefa.

6.2. Privacao social e discriminacio auditiva

Como esperado, nossos resultados obtidos a partir da manipulagdo do ambiente social,
reafirmaram que animais ndo expostos ao tutor apresentam um déficit no aprendizado vocal,
produzindo cantos com baixa amplitude e silabas altamente variaveis (Fig. 7-8). Estes cantos
anormais sdo principalmente devido a auséncia de um modelo acustico, porque animais
expostos ao tutor e subsequentemente crescidos em isolamento, i.e., controle isolado, nao
apresentam defeitos de aprendizado. Estes animais, no entanto, mostram uma tendéncia a
apresentarem copias menos acuradas do canto do tutor e trajetérias de desenvolvimento
levemente diferentes. Estes achados argumentam que outros fatores sociais, como por exemplo
a presenca de fémeas (CAROUSO-PECK & GOLDSTEIN, 2019) e do préprio tutor, podem
estar influenciando no desenvolvimento do canto destes animais. No entanto, dado a
semelhanca na taxa de aprendizado entre o grupo controle e grupo controle isolado, a presenca
da fémea ndo parece exercer uma grande influéncia no resultado final. A despeito disso, mais
experimentos serdo necessarios para esclarecer estas diferengas. Como por exemplo,
determinar o aprendizado vocal em animais expostos a um modelo auditivo e mantidos somente

com uma fémea ou com o tutor, comparados a animais controles.

J& os nossos experimentos de discriminagdo demonstram que os animais privados de contato
social apresentam uma melhor capacidade discriminatoria quando comparados aos controles,
independentemente da idade. Especificamente, o grupo isolado além de obter a menor taxa de
escapadas no som neutro que os demais grupos, possui a maior taxa de acertos a partir do quinto
dia de teste (Fig. 9). Estes resultados corroboram as observac¢des de Braaten e colaboradores
(2006), indicando que animais juvenis e adultos possuem capacidades discriminatorias
semelhantes. Por outro lado, estes resultados diferem de Sturdy e colaboradores (2001), que
sugerem uma perda sutil na performance discriminatéria em animais isolados. Nao obstante,
apesar de utilizarem o mesmo principio de avaliagdo, i.e., teste go/no go, ambos estudos
apresentam diferengas experimentais com o presente trabalho. Mais especificamente, foram
usados estimulos artificiais (STURDY et al.,, 2001) e cantos modificados (BRAATEN;
PETZOLDT; COLBATH, 2006), além disso em ambos 0s casos 0s animais nao estavam
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completamente isolados, pois podiam ver e ouvir entre si. Em contrapartida, os animais
considerados isolados neste trabalho ndo tiveram contato visual com qualquer outro individuo,
permitindo avaliar de fato o efeito da privagao social na discriminag@o de sinais vocais naturais,

o que nao pode ser concluido nos estudos anteriores.

E importante ressaltar que a motivacdo para o engajamento na tarefa de discriminacio é
interagir socialmente, vendo outro animal e ouvindo cantos coespecificos (TOKAREV &
TCHERNICHOVSKI, 2014). Logo, uma possivel explicagdo para as diferencas observadas
nesta tarefa se deve a uma extensao do periodo critico, ou a uma maior motivagao para interagir
socialmente. Nossos resultados, entretanto, sugerem que animais juvenis, ou seja, ainda dentro
do periodo critico para o aprendizado sensorio-motor, possuem um desempenho semelhante ao
de animais adultos. Além disso, testes de intera¢do social apontam que animais privados de
contato social ndo apresentam uma predilecdo para interagir visualmente com outro individuo.
Ou seja, esses animais ndo apresentam uma diferenca de motivagdo no quesito social, quando

comparados a animais controle.

A experiéncia social, por outro lado, parece moldar as respostas de neurdnios auditivos em
passaros. Uma possivel explicacdo para as diferencas nos testes de discriminagdo aqui
observadas, ¢ o fato de que as respostas auditivas se tornam mais especificas com a idade
(MOORE; WOOLLEY, 2019; PHAN; PYTTE; VICARIO, 2006; YANAGIHARA; YAZAKI-
SUGIYAMA, 2019). Isto ¢, respondem mais especificamente a estimulos armazenados durante
o aprendizado do canto. Em contraste, este aumento na especificidade ndo ¢ observado em
animais desprovidos de experiéncia social (COUSILLAS et al., 2004). Ou seja, € possivel que
a falta de experiéncia durante o desenvolvimento, além de alterar as respostas auditivas,
influencia na capacidade discriminativa do animal. Propiciando respostas auditivas mais
generalizadas e menos especificas que possivelmente facilitem a discriminagdo de estimulos
coespecificos. E importante salientar, que esse fendmeno é claramente observado em humanos

durante o aprendizado vocal, onde ha um compromisso neural que leva a perdas perceptuais.

49



CONCLUSAO E PROXIMAS ETAPAS

Este trabalho avaliou os possiveis efeitos da privacao social e da pratica motora na capacidade
discriminativa de mandarins (7aeniopygia guttata). Foi possivel observar que animais privados
de um modelo auditivo, ou de contato social durante o aprendizado do canto, discriminam
melhor cantos coespecificos comparados a animais controle. Enquanto que, animais com
limitagdo da pratica vocal ndo apresentam uma perda na capacidade de discriminacdo. Esses
resultados suportam a hipotese de que a falta de experiéncia social durante o aprendizado vocal
pode influenciar na capacidade discriminatoria do individuo. Possivelmente tornando-os mais
eficientes na discriminagdo de diferentes tipos de estimulos utilizados na comunicagao vocal
quando finalmente expostos. Mais experimentos, no entanto, sdo fundamentais para dar suporte
a esta hipotese. Por exemplo, seria de grande interesse testar os animais experimentais deste
trabalho com outros estimulos, como chamados (calls) e cantos modificados. Além disso, a
criagdo de um grupo completamente isolado, ou seja, sem estimulo visual e auditivo, poderia
contribuir para a confirma¢do da hipdtese. Ademais, para melhor investigar a influéncia da
pratica do canto na discrimina¢do auditiva, seria interessante desenvolver animais
completamente impossibilitados de cantar (por meios irreversiveis através de lesdes no 6rgao
vocal, e reversiveis através canulacdo do saco aéreo ou aplicagdo de toxina botulinica). Este
tipo de animal iria permitir avaliar mais especificamente a capacidade discriminativa em

passaros que de fato nunca cantaram.
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