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RESUMO

Recentemente, 0s pesquisadores concentraram sua atencdo na relacdo entre cognicdo e
personalidade. Devido a sua impressionante diversidade de padrdes de comportamento, 0s
insetos ttm se mostrado um objeto interessante para abordar a evolugdo entre a cognigédo
animal e a personalidade. Embora alguns estudos sugiram que o0s odonatos possam ter
personalidades e aprender, nenhum estudo realizou procedimentos experimentais usando
métodos de condicionamento. Portanto, aqui nds testamos se as larvas da libélula sdo capazes
de aprender em um experimento de condicionamento absoluto com estimulos visuais
(vermelho e azul). Além disso, testamos se 0 aprendizado dependia da personalidade, medida
como a atividade em testes de risco predatorio. Os resultados sugerem que as larvas
aprendem a associar um estimulo azul ndo condicionado a uma presa e que esse processo
cognitivo depende da personalidade. Larvas mais ativas foram mais rapidas e mostraram
respostas mais corretas em relagcdo ao estimulo positivo. Concluimos que as libélulas podem
se tornar um bom modelo para o estudo da personalidade e da cognicdo de insetos, e futuros
estudos devem se esforcar em estudar como a cognicéo e a personalidade de insetos afetam a

sucesso reprodutivo em diferentes ambientes.

Palavras-chave: Sindrome comportamental, Aeshnidae, Etologia, Ecologia

comportamental, Psicobiologia.



ABSTRACT

Recently, researchers have focused their attention to the relationship between
cognition and personality. Due to their striking diversity of behavioral patterns, insects have
been proven an interesting object to address the evolution of between animal cognition and
personality. Although some studies suggest that odonates may have personalities and learn,
no study made experimental procedures using conditioning methods. Therefore, here we
addressed whether dragonfly larvae are able to learn in an absolute conditioning experiment
with visual stimuli (red and blue). Moreover, we tested whether learning was dependent on
personality, measured as activity in predatory risk tests. The results suggest that larvae learn
to associate a blue unconditioned stimulus with prey, and that this cognitive process is
dependent on personality. More active larvae were faster-learners and showed more correct
responses towards the positive stimulus. We conclude that dragonflies may become a good
model for studying insect personality and cognition, and, future studies should endeavor on

how dragonfly cognition and personality affect fitness in different environments.

Keyword: Behavioral syndromes, Aeshnidae, Ethology, Behavioral ecology,

Psychobiology.
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1 INTRODUGCAO

Os insetos sdo bons modelos experimentais para entender processos cognitivos
(Haberkern e Jayaraman 2016). Em estudos de como os odonatos interceptam as presas
(Mischiati et al. 2015), como as moscas escapam do predador (Card e Dickinson 2008), ou no
estudo da capacidade numérica em abelhas (Skorupski et al. 2018), os insetos tém mostrado
insights sobre o desenvolvimento da cogni¢do. Ha cada vez mais evidéncias de que o cérebro
dos insetos depende de alguns dos mesmos mecanismos que os mamiferos para fundamentar
a cognicdo (Haberkern & Jaramayran 2016). Assim, estudos sobre cérebro de insetos e 0s
consequentes processos cognitivos de aprendizagem e condicionamento podem elucidar
varias questdes proximais e distais do comportamento animal, incluindo os humanaos.

Desde os experimentos de Pavlov (1906) sobre condicionamento animal no inicio do
século XX, estdo sendo analisadas a relacdo da cognicdo com a diversidade neural, também
chamada de personalidade (padrdo de comportamento), que consiste na expressao
comportamental das atividades neurais e sua diversidade (revisado por Dougherty e Guillette
2018). Estudos sobre a personalidade sdo essenciais para a compreensdo dos processos
ecoldgicos e evolutivos que atuam sobre a sele¢do de diferencas comportamentais entre co-
especificos.

Embora odonatos sejam conhecidos como predadores notaveis (Gonzalez-Bellido et
al. 2013) e um dos insetos mais antigos da Terra, os estudos sobre aquisi¢do de informacdes e
personalidade raramente séo explorados. Como poucos exemplos, as larvas de Enallagma
(Zygoptera, Coenagrionidae) aprendem a identificar o risco de predacdo usando sinais
quimicos de predadores (Chivers et al. 1996, Wisenden et al. 1997). As larvas de Anax
imperator (Anisoptera: Aeshnidae) aprendem a selecionar preferencialmente as presas
quando continuamente expostas aos mesmos itens de presa (Blois & Cloarec 1985). Em
Mnesarete pudica e Hetaerina longipes (Zygoptera: Calopterygidae), as competicdes
territoriais envolvem displays aéreos complexos, onde os machos avaliam a coloracdo das
asas dos rivais, decidindo se ocorrerd ou ndo a disputa (Guillermo-Ferreira et al. 2015,
Pestana et al. 2018). Por fim, sindromes comportamentais, ou personalidades, tém sido
descritas para os odonatos como um preditor do fitness (Brodin 2008).

A compreensdo dos mecanismos por trds da aprendizagem desses insetos pode
fornecer insights sobre como eles identificam e localizam espacialmente suas presas (Barbosa
& Castellanos 2005). Como o comportamento predatério geralmente envolve aprendizado e
tomada de decisdo (Sillar et al. 2016), diferentes estratégias de aprendizado podem reduzir os

ataques malsucedidos. Esses ataques implicam em grandes custos de energia e revelam a



localizacdo do predador, o que reduz as chances de uma segunda tentativa bem-sucedida.
Portanto, os predadores devem desenvolver mecanismos comportamentais para se adaptarem
ao comportamento das presas e formas de forragear eficientemente.

A capacidade de distinguir diferentes padrbes cromaticos é essencial para a
localizacdo das presas, assim como para a identificacdo destas. Tal habilidade foi evidenciada
pela primeira vez para insetos por Von Frisch (1914), que mostrou que as abelhas eram
capazes de ver cores. O estudo da aprendizagem visual é um dos vérios ramos da
neuroetologia, que visa compreender como 0S mecanismos Visuais estdo relacionados aos
processos cognitivos de aprendizagem (Sillar et al. 2016). Aprendizagem visual refere-se a
capacidade de um individuo de adquirir informac6es com base na experiéncia com estimulos
visuais para que as respostas possam ser produzidas quando eles testemunharem esses
estimulos novamente (Sillar et al. 2016). Varios grupos de Insecta dependem da visdo para
seu sucesso reprodutivo. Por exemplo, as abelhas precisam dessa conexdo entre visdo e
aprendizado para explorar melhor os recursos florais (Spaethe et al. 2001); a visdo binocular
em Mantodea é crucial para o sucesso da captura de presas (Nguyen & Maxwell 2008), e
libélulas adultas tém uma &rea no topo do olho composto, chamada zona dorsal aguda, que
auxilia na deteccdo de presas voadoras (Olberg et al. 2007). Durante as cacgas aéreas, as
libélulas giram a cabeca para segurar a presa na "visdo" da zona dorsal aguda (Olberg et al.
2007).

Embora estudos recentes tenham mostrado que insetos sdo capazes de associar
padrdes visuais (Stach et al. 2004; Avargues-Weber et al. 2011) a fatores condicionantes
(positivos ou aversivos) (Unoki et al. 2006; Avargues-Weber et al. 2011; Camlitepe & Aksoy
2010), pelo menos até onde sabemos, nenhum estudo abordou o aprendizado visual em
Odonata usando qualquer método de condicionamento. Além disso, a literatura sugere que
deve haver uma relacdo entre a personalidade e a aprendizagem (Griffin & Healy 2015).
Aqui, consideramos que as libélulas sdo bons modelos para testar se existe uma associacédo
clara entre aprendizagem, baseada em evidéncias de capacidade de aprendizagem e
personalidade.



2 Referencial Tedrico

2.1 ODONATA

O grupo Odonata possui uma diversidade de 6 mil espécies divididas em Anisoptera e
Zygoptera — libélulas e donzelinhas (Grimaldi & Engel 2005, Gullan & Cranston 2014,
Suhling et al. 2015). Estes insetos aquaticos possuem um papel importante como predadores
de topo, reguladores de comunidades de macroinvertebrados aquaticos (Tripplehorn &
Johnson 2005). Uma vez que séo conhecidas as especificidades de habitat (Oertli 2008,
Suhling et al. 2015) e que parte do seu desenvolvimento se d&a na &gua (Ramirez 2010,
Suhling et al. 2015), odonatos sdo conhecidos como bioindicadores aquéticos (Oertli 2008).
Do mesmo modo, as larvas aquaticas sdo sensiveis a alteracdes ambientais e suas populacdes
tém sido reduzidos pelos impactos antropogénicos (Suhling et al. 2015, Simaika & Samways
2011).

A maior parte da vida de uma libélula se passa debaixo d’4gua, na forma de larva.
ApoOs completarem os instares larvais, os individuos caminham para fora d’agua e ficam
apoiados em galhos de plantas ou em pedras para realizarem a metamorfose que dura cerca
de 30-60 min. Logo apds, o individuo adulto precisa de um tempo para que suas asas sequem
e seu corpo adquira rigidez, para s6 entdo sairem voando (Tripplehorn & Johnson 2005). As
larvas de Aeshnidae sdo as mais conspicuas, ageis e vorazes. Sao tdo grandes que podem se
alimentar de girinos ou ainda de pequenos peixes (Tripplehorn & Johnson 2005). A familia
Aeshnidae é um grupo diverso com uma larga distribuicdo territorial ao longo do globo (Von
Ellenrieder 2002), sua diversidade esta distribuida em 51 géneros com mais ou menos 456
espécies (Dijkstra & May 2013) das maiores libélulas do mundo (Allen & Tobin 1985).

Libélulas sdo excelentes predadores, com uma taxa de sucesso de 97% em suas
agressoes (Gonzalez-Bellido et al. 2013). Entretanto, as taxas de atividade e os padrdes de
ataque sdo aparentemente determinadas pela personalidade do predador, influenciando na
dindmica tréfica (Start & Gilbert 2017). Durante a fase larval, os individuos precisam muitas
vezes cacar ativamente ou adotar uma estratégia de senta-espera, 0 que resulta em
personalidades diferentes entre as larvas e, inclusive, entre os estagios larvais e adultos
(Gyuris & Barta 2012).

2.2 COGNICAO, PERSONALIDADE E SINDROMES COMPORTAMENTAIS EM
INSETOS
Muitos estudos tém mostrado que os animais apresentam uma diversa gama de

respostas comportamentais nos mais diferentes niveis da hierarquia bioldgica (Irwin et al.
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2001). Os insetos, por sua vez, sdo bons modelos experimentais para entender processos
cognitivos (Haberkern e Jayaraman 2016), ja que sdo animais que podem viver em sociedade
e precisam aprender a voltar para 0 ninho ou ensinar o caminho para encontrar alimento aos
outros individuos (Avargués-Weber et al. 2011, Srinivasan 2010).

Recentemente, os insetos tém se mostrado 6timos modelos para estudos sobre sobre o
desenvolvimento da cognicdo. Por exemplo, moscas armazenam uma referéncia espacial apos
exposicdo prolongada, e quando a referéncia espacial desaparece, ela é capaz de recuperar
essa informacdo (Neuser et al. 2008). Entretanto, estudos recentes também sugerem que a
capacidade cognitiva e de memoria sdo influenciadas pela personalidade do animal.
Personalidade pode ser definida como tracos comportamentais que afetam o comportamento
em diversas situacfes (Biro & Stamps 2008) e podem ser duradouros (Sih et al. 2004, Réale
et al. 2007). Algumas variacGes na personalidade podem acabar surgindo em individuos da
mesma populacdo por influéncia do meio (Dochtermann et al. 2014). Nos insetos, temos
como exemplos pesquisas realizadas com libélulas, mostrando a indu¢do da mortalidade do
predador em relacdo ao tamanho da larva de libélula (Brodin & Johansson 2004), e com
mariposas, mostrando quais as implicancias de ser um individuo mais mével (Gu et al. 2006).
No mesmo contexto, sindromes comportamentais sdo um conjunto de comportamentos
realizados por um individuo que se repete em diferentes contextos ambientais e temporais
(Sih et al. 2004). Uma sindrome pode ser subdividida, por exemplo, ainda em tipos
comportamentais, fazendo com o que um individuo possa ser classificado como shy
(individuos menos corajosos) ou bold (individuos mais corajosos). Essas sindromes, por
exemplo, podem influenciar no fitness do animal, como libélulas do género Lestes (Brodin
2008).

2.3 COGNICAO VISUAL EM ODONATA

Os insetos possuem olhos compostos, e estes sdo formados por inUmeros omatideos,
variando conforme o tipo de vida que o inseto possui (Briscoe & Chiktta 2001, Bybee et al.
2012). Nas libélulas, esse numero pode chegar a aproximadamente 30 mil omatideos (Kaya et
al. 2016, Warrant 2016, Sviderskii et al. 2014). Segundo Briscoe & Chiktta (2001), quase
todos os insetos usam entre 1-2 cromoforos: Al e A3. Sendo o cromoforo AL mais utilizado e
0 cromdéforo A3 surgindo nos insetos no fim do periodo Cretaceo (Seki & Vogt 1998). Ha
grande quantidade de variabilidade de cromoforo Al e A3, indicando um ajuste
espectral, uma estratégia utilizada pela maioria das espécies da ordem Odonata (Briscoe &
Chittka 2001).



Esse ajuste, quando reconstituido dentro dos fotorreceptores - chamados opsinas,
indica ser uma estratégia utilizada para ter um ajuste espectral para o receptor vermelho
(Amax), indicando que a maioria das espécies da ordem conseguem ver a cor vermelha
(Autrum & Kolb 1968). Muitas libélulas possuem omatideos maiores na metade dorsal dos
olhos e facetas menores na metade ventral, assim, possuem receptores UV e violeta na parte
dorsal e sdo sensiveis ao azul e verde na parte ventral (Briscoe & Chiktta 2001), além
possuirem opsinas de comprimentos de onda maiores, como o vermelho (Goldsmith &
Bernard 1974). Embora estudos sobre a visdo em Odonata sejam amplos e recentes, pouco se
sabe sobre a tomada de decisdo ou comportamentos associados a visdo em diferentes
comprimentos de onda. O estudo desta cognicao visual pode elucidar como sistemas neurais
relativamente simples respondem a estimulos visuais dos mais diversos, de forma a moldar o
comportamento dos animais. Deste modo, estudos sobre 0s processos cognitivos de
aprendizado relacionados a visdo em cores de odonatos pode trazer resultados importantes
sobre a evolugdo do comportamento de predacdo em insetos, assim como implicacdes para a

ecologia de predadores.

2.4 CONDICIONAMENTO CLASSICO

Para a melhor compreensdo dos processos cognitivos em insetos, principalmente
relacionados a visdo, sd0 necessarios estudos basicos utilizando metodologias de
condicionamento. Desde 0s experimentos de condicionamento classico de Ivan Pavlov (1849-
1936), abordando os processos psiquicos nos animais (Pavlov 1906), hd uma miriade de
estudos nesse campo que analisam os reflexos comportamentais (estimulo-resposta). Esses
reflexos sdo uma acdo expressada dos funcionamentos basicos do corpo do animal, que se
estende desde os sistemas organicos (reprodutivos, enddcrino, nervoso, muscular, digestivo e
respiratorio) até expressdes emocionais. Ao observar as expressdes da plasticidade neural que
estdo vinculadas aos estimulos - iniciadores ou inibidores de comportamento — é possivel
analisar os processos cognitivos de aprendizado do animal (Rescorlar & Wagner 1972).

Os estudos de condicionamento animal no inicio do século XX abriram um campo
que possibilitou analisar a relacdo da cogni¢cdo com a diversidade neural, também chamada de
personalidade (padrdo de comportamento), que consiste na expressdo comportamental das
atividades neurais e sua diversidade (revisado por Dougherty e Guillette 2018). Embora
estudos sobre a personalidade sejam essenciais para a compreensdo dos processos ecoldgicos
e evolutivos, poucos estudos buscaram relacionar a capacidade de aprendizado dos animais e

suas personalidades. Portanto, existe uma lacuna na compreensdo de como variagoes neurais
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nos animais criam um substrato para a selecdo natural agir e guiar processos ecologicos e
evolutivos, nos mais variados contextos ambientais (Dougherty e Guillette 2018).

No presente estudo, buscou-se analisar a relacdo entre a aprendizagem visual e a
personalidade em um inseto predador. A compreensdo de como a variacdo na capacidade
cognitiva se relacionado com a personalidade animal em sistemas neurais simples, pode
trazer evidéncias que suportardo estudos com sistemas complexos, por exemplo, mamiferos.
A aprendizagem visual ocorre quando um estimulo visual leva a uma determinada situagdo
(Avargués-Weber et al. 2011), ou seja, um estimulo determinado (e.g., cor) pode fazer com
que o animal adote certo comportamento. Este tipo de aprendizagem se chama
"aprendizagem elementar” (Avargues-Weber et al. 2011), e que liga o estimulo a uma
recompensa/aversao. Espera-se no presente trabalho que a aprendizagem visual larvas de
Aeshnidae seja dependente da personalidade destes predadores aquaticos.

2.5 SIGNIFICANCIA

Os odonatos sdo predadores, realizam controle bioldgico e muitas espécies sao
indicadores de qualidade e sdo extremamente afetadas por mudancas climaticas (Hassall &
Thompson 2008), por isso é fundamental estudara plasticidade neural do grupo, pois
podemos prever através das expressdes comportamentais, possiveis declinios causados por
mudancas ambientais e antropogénicas (Schlaepfer et al 2002).

Estudos sobre cognicdo, que procura, mostrar resposta de estimulo natural
vinculados a ocorréncia da acdo que é o processo de condicionamento. Por ser um dos
primeiros a realizar experimento de cognicdo trara mais perguntas do que resposta, sendo as
davidas que movimentam a ciéncias desde os primoérdios. Ndo apenas procura entender 0s
reflexos inatos, mas como também vincula com a personalidade do individuo em
experimento de sindrome, no intuito de relacionar a atividade da resposta inata com a
personalidade (shy-bold) no processo antogénico.

Pensemos na relagdo predador vs. presa. Larvas de Odonata s&o presas de animais
maiores, como por exemplo peixes. Se as larvas forem mais ativas, ou seja, bold, elas
poderdo se alimentar mais, mas também, correm o risco de serem mais predadas, ja que sua
atividade no meio sera maior, como mencionado por Sih et al. (2004).

Os resultados obtidos neste trabalho ajudam a melhorar o entendimento sobre
processos cognitivos neste grupo, uma vez que ndo havia informacgdes sobre aprendizagem
cognitiva, apenas sobre sindrome (Sih et al. 2004, Brodin 2008) e personalidade (Start &
Gilbert 2017, Brodin & Johansson 2004, Gu et al. 2006). Uma vez que odonata é uma das
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primeiras ordens na evolugéo de Insecta (Grimaldi & Engel 2005; Gullan & Cranston, 2014,
Tripplehorn & Johnson 2005), entender melhor como ocorre 0s processos cognitivos na

ordem pode auxiliar no entendimento destes processos ao longo da Classe.



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 COLETA E MANUTENGAO

O trabalho de campo foi realizado na Cachoeira do Peixe do Parque Nacional da Serra
da Canastra, em Minas Gerais, Brasil (20° 15 25.90"S, 46° 24' 52.22"0). O parque
representa um ecétono, uma area de transi¢do entre os dominios fitogeogréficos do Cerrado e
da Mata Atléantica, 1264 metros acima do nivel do mar. Tem clima sazonal caracteristico,
com inverno seco e verao chuvoso; a temperatura média varia de 18°C a 22°C (PLANO DE
MANEJO PNSC, 2005).

As larvas de Castoraeschna sp. foram coletadas com o auxilio de peneira e rede D-
Frame e armazenadas em frascos plésticos brancos com &gua do local de coleta. Foram
coletadas 100 larvas que foram condicionadas em copos de plastico branco, com papel umido
e transportadas para a Universidade Federal de Sdo Carlos - UFSCar. As larvas foram
mantidas no Laboratério de Estudos Ecoldgicos em Etologia e Evolu¢do - LESTES. Cada
larva foi mantida em um frasco individual. Dos individuos coletados quatro larvas foram
criadas até a fase adulta, permitindo a identificacdo das espécies: C. corbeti (Carvalho et al.
2009).

Para realizacdo do experimento foi necessario que os individuos tivessem o minimo de
interferéncia além da interferéncia dos experimentos, tanto interferéncia visual como
climética, foram analisadas para minimizar o impacto nos individuos. Por esse motivo as
libélulas foram colocadas em isolamento fisico e visual e estabilidade climéatica, em uma sala
de criacdo em ambiente climatizado (26°C + 2, fotoperiodo de 12:12h claro:escuro). Para
obtermos o isolamento fisico e visual as larvas foram organizadas em bandejas brancas
particionadas, como forma de isolar o contato visual entre elas.

Em cada experimento os individuos tinham cuidados diferentes, no Experimento 1
tanto a troca de agua como a alimentacdo ocorriam depois dos experimentos, sendo
alimentados com cinco unidades de Artemia salina L. (Anostraca: Artermiidae), enquanto no
segundo experimento as larvas foram alimentadas durante o treinamento (cinco unidades de
A. salina de acordo com as respostas) e a troca de agua ocorria em dias alternados apos o
experimento.

Tanto no momento pos coleta (fase de aclimatacdo no laboratorio) quanto nos
momentos em que as larvas ndo estavam em fase de experimento, a troca de dgua ocorria a
cada dois dias e eram alimentados em dias alternados, com aproximadamente 10 a 12,

Artemia salina L. (dependendo do tamanho da larva).



3.2 EXPERIMENTO 1 - PERSONALIDADE

Para Sih et al. (2004), a sindrome comportamental é caracterizada por
comportamentos alterados realizados por um grupo de individuos em uma(s) determinada(s)
situacdo(Bes). A sindrome é subdividida ainda em tipos comportamentais, fazendo com o que
um individuo possa ser shy ou bold, por exemplo. Portanto, o intuito desse experimento foi
analisar se existem sindromes comportamentais nas larvas. Foram realizados ensaios
experimentais em trés momentos diferentes, em intervalos de 15 dias, repetindo o mesmo
procedimento com os mesmos individuos. Durante todo o tempo, as larvas foram mantidas
em recipientes individuais em sala climatizada (temeperatura 28, fotoperiodo 12:12),
alimentadas diariamente com Artemia salina. A agua era trocada e os recipientes eram limpos
a cada dois dias.

O experimento ocorreu em condi¢Oes laboratoriais em um aquario de 40x20x40cm.
Dentro do aquario, foi colocada uma divisoria de PVC branco de 40cm de comprimento e
30cm de altura, funcionando como uma parede que ficava paralela a parede de vidro,
formando um canal. Com o aquario devidamente preparado, era colocada 4gua suficiente para
a locomocao horizontal do inseto (em torno de 4cm de lamina d’agua). Os experimentos
foram filmados com uma camera digital Canon EOS 70D com lente macro e cronometrados.
Esses experimentos foram divididos em cinco etapas:

Etapa 1: a larva era segurada pelo térax usando uma pinga por cinco segundos. A
resposta comportamental da larva foi categorizada de acordo com sua resposta ao risco de
predacdo: tanatose (fingimento de morte) ou ativa (a larva agitava o abdémen lateralmente,
comportamento que ocorre quando a larva busca se defender usando espinhos abdominais).

Etapa 2: A larva era solta no canal a uma altura de 30cm. Apds a larva atingir a agua,
foram observados: (i) presenca de tanatose ou locomocéo; (ii) numero de jatos de propulsdo;
(iii) distancia nadada pela larva; (iv) duracdo do comportamento de locomocao exibido.

Etapa 3: Intervalo de dois minutos sem estimulos, onde se observava possiveis
comportamentos adicionais (locomog¢éo ou tanatose).

Etapa 4: Os individuos eram submetidos a leves estimulos motores com um cilindro de
vidro transparente de 30cm de comprimento e 0,5cm de diametro. O estimulo foi realizado
trés vezes com intervalos com 10 segundos, anotando-se a resposta da larva — tanatose ou
atividade.

Etapa 5: Intervalo de dois minutos sem estimulos, onde se observava possiveis

comportamentos adicionais (locomogéo ou tanatose).



Essa sequéncia experimental foi repetida trés vezes para cada individuo, com
intervalos de 15 dias entre os experimentos, totalizando 300 videos para analise. No final de
cada bateria experimental, os individuos foram colocados em uma placa de Petri e medidos
com um paquimetro digital da cabeca ao final do apéndice caudal. As medicGes foram feitas
em todos os experimentos utilizando a mesma metodologia. Cada individuo foi medido duas
vezes e a media foi utilizada nas analises. Durante o experimento, cinco individuos nédo
puderam ser utilizados, pois estavam em fase de ecdise ou morreram no intervalo entre os

experimentos. Quinze individuos morreram devido a uma possivel infeccdo por fungos.

3.3 EXPERIMENTO 2 — COGNICAO

3.3.1 Treinamento

Antes de realizar o Experimento 2 foram feitos testes para definir a metodologia,
utilizando como exemplo o experimento de Leabeater & Dawson (2017). O intuito da fase de
treinamento € preparar 0s animais a responderem com o reflexo de extensdo do premento
(REP) aos estimulos de interesse. Para realizar o treinamento, foram utilizadas duas cores:
vermelho e azul. Utilizou-se de um alfinete azul e outro vermelho, ambos com 0,5 cm de
diametro (posteriormente chamados de "estimulo azul™ ou "estimulo vermelho"). Cada esfera
(cabeca do alfinete) foi inserida na ponta de um canudo branco. Estas cores foram escolhidas
considerando-se o espectro de visdo dos receptores 6ticos de Aeshnidae (Bybee et al. 2012).

O treinamento foi realizado com 40 larvas no estimulo azul (Grupo 1) e 40 no estimulo
vermelho (Grupo 2), assim, metade das libélulas foram treinadas para uma cor e a outra
metade para a outra cor.

No grupo 1, foram feitas dez repeticOes intercaladas entre as cores. Esses intervalos
foram de cinco minutos (cinco repeticGes para cada cor). A apresentacdo dos estimulos foi
randomizada. Neste grupo, o estimulo incondicionado de reforco positivo (US+) foi a cor
azul. Neste caso, Artemia salina L. era oferecida para o individuo toda vez que houvesse REP
em direcdo ao estimulo. A cor vermelha, por sua vez, era um estimulo incondicionado de
reforco negativo (US-). Um jato de agua feito com a pipeta era direcionado para a cabeca do
individuo como um estimulo negativo quando havia REP na dire¢do do estimulo vermelho.
No grupo 2, foi realizado o0 mesmo procedimento, entretanto, o azul foi tratado como US- e 0
vermelho como US+.

Para cada grupo, (estimulo azul e estimulo vermelho), as larvas eram apresentadas aos
estimulos com movimentos horizontais e lentos diante dos individuos. A partir do momento

em que o estimulo foi colocado na agua, observou-se o tempo de laténcia de cada larva para

10



responder ao estimulo. Consideramos uma resposta positiva quando a larva apresentou o
REP. Para aqueles que apresentaram REP ao US+, nds imediatamente oferecemos comida
apos a resposta, enquanto que para aqueles que ndo responderam, oferecemos alimentos da
mesma forma apenas apds 60 segundos, sem a presenca de estimulos.

Assim, o treinamento consistiu em US+/US-, apresentados intercaladamente, até que
cada larva recebesse 5 tentativas de cada US. Apos o treinamento, espera-se que as larvas

associem os estimulos visuais com a presa.

3.3.2 Condicionamento Absoluto

O experimento de cognicao foi realizado no dia apés o treinamento de cada individuo.
Essa etapa tem como objetivo condicionar os individuos através do condicionamento
absoluto, associando alimento com a cor de estimulo. As 80 larvas treinadas, foram
condicionadas durante cinco dias, respeitando o grupo de estimulo (cor vermelha ou azul) ao
qual foram treinadas, baseando-se em Muth et al. (2018).

Para o grupo 1, apenas o estimulo azul era colocado na dgua, e para o0 grupo 2, apenas
o0 estimulo vermelho era colocado na &gua, agindo como um condicionamento de reforco
positivo (CS+). O estimulo ficava ho maximo 60 segundos na agua com a larva, se o animal
apresentasse REP ao CS+, nds imediatamente alimentavamos a larva e o tempo de laténcia
era anotado. As respostas negativas ao CS+ foram consideradas nulas e a larva ndo foi
alimentada. Este procedimento foi realizado em um total de cinco vezes em intervalos de 10
minutos cada. Apds 10 minutos da quinta apresentacao, colocamos simultaneamente as duas
cores na agua (azul e vermelho) em uma fase de teste ndo recompensada. A resposta larval
aos estimulos e o tempo de laténcia foram anotados. Apds 60 segundos, os estimulos foram
retirados da agua. A posicdo do CS+ foi alternada e randomizada entre os sujeitos. Este
procedimento foi repetido por cinco dias, consistindo em cinco respostas ao CS+. Tentativas
anteriores mostraram que cinco ensaios por dia, 0 que comumente € feito com abelhas,

saciavam as larvas que pararam de responder ap0s algumas tentativas.

3.4 ANALISES ESTATISTICAS

Para analisar se as larvas exibem tracos de personalidade, fizemos uma Analise de
Componentes Principais (PCA) com todas as variaveis comportamentais. A PCA foi feita
para mostrar se existe um padrdo de resposta em multiplos comportamentos entre 0s
individuos. A PCA também permitiu a reducdo das multiplas dimensdes comportamentais

medidas para evitar a colinearidade em uma analise posterior. Em seguida, construimos
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modelos de EquacOes de Estimacdo Generalizadas (GEE) para analisar o efeito do tamanho
do corpo individual e os trés ensaios comportamentais (variaveis preditoras) nos
comportamentos exibidos (variaveis dependentes). Todos esses comportamentos foram
reduzidos a trés dimensdes comportamentais: (i) resposta a tanatose/agressao; (ii) resposta do
canal (todas as trés variaveis foram correlacionadas; portanto, usamos a distancia nadada
pelas larvas como proxy); (iii) o primeiro eixo do PCA, que retomou todos os outros
comportamentos.

Para analisar se as larvas da libélula realmente aprendem e se a personalidade afeta a
aprendizagem, construimos modelos logisticos binarios de GEE, nos quais a resposta a
estimulos (1 - correto, 2 - errado) foi considerada uma variavel dependente binaria; tamanho
corporal larval (mm), cor do estimulo (azul ou vermelho), laténcia de resposta (segundos) e
namero de tentativas (1 a 5) foram considerados varidveis preditoras. Em todos os modelos
de GEE, a identidade de cada larva foi tratada como um fator sujeito aleatério. Os modelos de
GEE foram selecionados usando a menor modelo de critério de quasi-verossimilhanca
independéncia (QIC). Assumimos a <0,005 para significancia estatistica (Benjamin et al.

2018). Todas as analises foram feitas usando o software IBM SPSS 20.0.
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4 RESULTADOS

Os resultados da fase de treinamento sugerem que 45,8% dos individuos respondem ao
estimulo vermelho de forma inata, enquanto 45,1% respondem ao estimulo azul de forma

inata.

Os resultados mostram que o tamanho corporal e a repeti¢cdo do ensaio ndo afetaram a
consisténcia das caracteristicas comportamentais anti-predadores, por exemplo
comportamentos de tanatose, display de defesa ou comportamentos de fuga, como nadar
(Tabela 1). Os resultados também mostram que a personalidade e a interacdo entre a tentativa
e a cor do estimulo predisseram as respostas corretas que as larvas exibem durante o
condicionamento absoluto, mostrando que elas sdo capazes de associar um estimulo nao

condicionado a uma recompensa por presas (Tabela 2, Figura 1).

Tabela 1. Resultados do modelo GEE mostrando o efeito do tamanho do corpo e 0s

trés ensaios sobre a consisténcia dos comportamentos anti-predadores (a <0,005; N = 35).

Wald X2 gL p

Tanatose/Agressao

Ensaio 0.721 2 0.697
Tamanho do corpo 0.246 1 0.620
Resposta no Canal

Ensaio 0.448 2 0.799
Tamanho do corpo 0.537 1 0.464

Resposta de Escaping

Ensaio 6.724 2 0.035

Tamanho do corpo 3.789 1 0.052
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Tabela 2. Resultados dos modelos de GEE mostrando o efeito de tracos de

personalidade, cor de estimulo, ensaio experimental e laténcia de resposta nas respostas

corretas/erradas durante o0 experimento de condicionamento absoluto. Resultados
significativos em negrito (0<0,005; N = 35).
Wald X? p

Cor do estimulo 4.468 0.035
Personalidade 7.820 0.005
Ensaio * Cor do estimulo 38.184 0.000
Ensaio * Laténcia 11.176 0.025
Cor do estimulo * Laténcia 4.148 0.042
Personalidade * Laténcia 5.230 0.022

QIC = 229,812
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Figura 1. Funcbes de aquisicdo durante o condicionamento absoluto do reflexo de
extensdo do premento de Castoraeshna sp. (Odonata: Aeshnidae) a estimulos visuais
(vermelho - linha cinza; e azul - linha preta). A linha transversal indica 50%, valor esperado
caso as respostas fossem aleatorias. Na fase de treinamento, 45,8% dos individuos respondem

ao estimulo vermelho de forma inata, enquanto 45,1% respondem ao estimulo azul de forma
inata.
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5 DISCUSSAO

Nossos resultados mostram que houve uma relagdo significativa entre a maioria do
comportamento de personalidade e tentativa com a cor do estimulo, corroborando nossa
hipdtese inicial de que as larvas de libélula exibem tragcos de personalidade. Além disso, 0s
tracos comportamentais mostraram consisténcia em todos os ensaios. De fato, hé evidéncias
de que a personalidade das larvas de libélula é transmitida em diferentes estagios e até
mesmo apos a emergéncia, durante a fase adulta (Brodin 2008). Isso implica que houve
aprendizado em ambos 0s casos, uma vez que azul e vermelho terminam com cerca de 60%
de respostas corretas, conforme a Figura 1. Diferengas no comportamento individual podem
ocorrer em variagcdes na cognicao (Sih e Del Giudice 2012), que em ultima andlise afetam
processos ecoldgicos e evolutivos em nivel populacional, por exemplo, influenciando o
comportamento predatorio do individuo e o fitness (Morand-Ferron et al. 2015).

Evidéncias recentes sugerem que tais variagbes na cognicdo (por exemplo,
aprendizagem) podem ter uma relacdo direta com a personalidade animal (revisada por
Dougherty e Guillette 2018). Nesse contexto, a plasticidade neural e a variacdo fenotipica nos
sistemas neurais entre 0s membros da mesma espécie podem resultar em uma variedade de
sindromes comportamentais e estratégias associadas a aprendizagem (Sih et al. 2004; Moretz
et al. 2007). Consequentemente, varias taticas de exploracdo e aquisicdo de recursos podem
ocorrer em uma populacdo, sugerindo uma etodiversidade obscura (Cordero 2017) e um
amplo substrato para a selecdo natural trabalhar (Réale et al. 2007).

Para os odonatos, a aprendizagem é uma parte essencial da captura de presas e do
comportamento sexual. Em libelinhas polimérficas, os machos devem aprender a diferenciar
entre as formas da cor feminina e identificar sinais de recepcdo e recusa das fémeas para
evitar tentativas de acasalamento enganosas (Fincke 2004). Machos de libelinhas territoriais
exibem um complexo sistema de tomada de decisdo ao lidar com rivais, avaliando os sinais
visuais que indicam a qualidade do oponente (Guillermo-Ferreira et al. 2015; Pestana et al.
2018). As larvas devem aprender a identificar sinais no ambiente para prever o risco de
predacdo (Chivers et al. 1996; Wisenden et al. 1997) e selecionar presas (Blois & Cloarec
1985).

Os insetos adquiriram, no fim do periodo cretaceo a capacidade de usar o cromoforo
A3, significando que ha grande quantidade de variabilidade de cromo6foro Al e A3 indica um
ajuste espectral, essa € uma estratégia utilizada pela maioria das espécies da ordem Odonata

(Briscoe & Chittka 2001). Esse ajuste quando reconstituido dentro dos fotorreceptores
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chamado opsina, indica ser uma estratégia utilizada para ter um ajuste espectral para o
receptor vermelho (Amax), indicando que a maioria das espécies da ordem conseguem ver a
cor vermelha (Autrum & Kolb 1968). Muitas libélulas possuem omatideos maiores na metade
dorsal dos olhos e facetas menores na metade ventral, assim, possuem receptores UV e
violeta na parte dorsal e sdo sensiveis ao azul e verde na parte ventral; corroborando nossos
dados de resposta inata para ambas as cores (Goldsmith & Bernard 1974).

Considerando que nossos resultados sugerem uma relacdo entre personalidade e
aprendizagem, diferentes fenotipos comportamentais podem ser capazes de explorar
diferentes habitats e recursos que requerem estratégias variaveis. Tais estratégias podem
envolver crypsis e camuflagem para impedir a deteccdo de presas e evitar o risco de
predacdo. Essas estratégias podem favorecer larvas menos ativas, que adotam uma tética de
captura de presas, que, por sua vez, pode ser lenta comparada as larvas mais ativas/aprendizes
mais rapidas que sdo capazes de perseguir presas mais ativas. Em resumo, este trabalho
fornece evidéncias de que larvas de libélulas podem aprender com procedimentos de
condicionamento absoluto. Esta evidéncia pode abrir portas para futuras pesquisas sobre a
cognicdo de insetos e pode revelar padrbes interessantes de evolugdo dos processos
cognitivos, a partir da posicdo filogenética de Odonata. Além disso, concluimos que a
aprendizagem pode depender de tracos de personalidade, bem como dos estimulos visuais
apresentados. Pesquisas futuras devem se concentrar em testes de condicionamento absoluto
e condicionamento aversivo, no intuido de suprir lacunas experimentais, além de testar se as
variacBes que encontramos tem implicacdes no fitness de Odonata e nas estratégias de

predacao em diferentes ambientes destes animais.
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