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RESUMO

A visdo de cores em marsupiais € um tema controyv&specialmente dentro da
ordem Didelphimorphia (gambas). Enquanto o diage@sia visdo desses animais em testes
comportamentais foi o tricromatismo e nos estudesadisiolégicos, 0 monocromatismo,
recentemente, em estudos de genética moleculamtea@am apenas duas classes de opsinas
nos dois maiores géneros dessa ordem. O presént® evaliou a habilidade discriminativa
de gambas [Oidelphis albiventriy quanto a percepcdo de cores utilizando testes
comportamentais. Os animais realizaram as tarefasira labirinto de dupla escolham
forma de Y com uma camara de partida. Os estimulos utilizéatasn papéis de Munsell de
diferentes matizes. Para assegurar a escolha lbasaador, os papéis foram apresentados
com variacao aleatoria de brilho. Um macho obtisempenho significativo nos testes com
pares de facil discriminacdo para um dicromata, seasdesempenho caiu para a faixa da

aleatoriedade no par de dificil discriminacdo. Essesultados sugerem que a espécie

Didelphis albiventri€¢ dicromata.



ABSTRACT

Color vision in marsupials is a controversial suhjeespecially among the Order
Didelphimorphia (American opossums). While behealitests have diagnosed these animals
as trichromatic and electrophysiological studiesrasmochromatic, recent molecular genetic
studies have found only two classes of cone opsitwd major genera of the order. This
study examined the color discrimination abiliti¢opossumsidelphis albiventri¥ through
a series of tasks involving a behavioral paradigndiscrimination learning. The animals
were tested in a Y-shaped maze, consisting of i gi@amber and a decision area with a
double choice panel. Stimuli consisting of pairsMiinsell color cards were presented in
random brightness values to assure that discrimmatwere based on color rather than
brightness cues. One male succeddeatiscriminating the stimulpairs considered easy for a
dichromatic individual, but failed in the attemt discriminate those expected to be easy

only for a trichromatic. These results suggest Ehdelphis albiventrigs dichromatic.



1. INTRODUCAO

No nosso planeta, os seres vivos desenvolverarfopoa inevitavel, a habilidade de
captar a luz, fornecedora da energia (eletromaga)étjue suporta a vida. A maioria dos
vertebrados desenvolveu sistemas de deteccao alesfdatuja capacidade de formacédo de
imagens, permitiu a representacdo do ambientenextdiodavia, este processo implicou a
evolucdo paralela de sistemas sensoriais capazetedwetar estas imagens e transformé-las
em comportamentos cada vez mais sofisticados, damo, a deteccdo de presas, de
predadores e parceiros para o acasalamento e vgamd

A energia (fétons) que os animais experienciam ctun@cupa uma pequena faixa -
400 nm (préximo ao ultravioleta) até cerca de 800 (infravermelho) do espectro
eletromagnético. Dentro destes limites, algumagasp utilizam guase toda sua extenséo,
enguanto outras se restringem a limites mais asdrei

Desde que a funcdo de sensibilidade dos pigmerdtmrdceptores tem uma
distribuicdo aproximadamente normal (em forma d®)sium Unico pigmento ndo pode
fornecer informag@es que sejam consideradas inecasvsobre o comprimento de onda.

Assim, para a visdo a cores, requerem-se pelo meénas classes espectrais de
fotorreceptores, cujas curvas de sensibilidadeobeepdem (Dicromacia). Desta forma, para
ampliar a gama de comprimentos de onda que pudessedeterminados e aumentassem o
namero de cores distintas, de maneira a seremirdiséveis, foi necesséria a adicdo de
novas classes de fotorreceptores, que fossem senaivutros comprimentos de onda, dentro
da faixa espectral da luz (Jacobf&we, 2004).

Enquanto os humanos e os primatas do Velho Mundop sshsiveis a trés
comprimentos de onda (Tricromacia), outros vergdisacomo as aves, peixes e répteis,
respondem a quatro classes de comprimentos de sewidy, portanto, tetracromaticos. Em

geral, esta quarta classe € sensivel aos compamdetonda curtos, o que estende a visdo



destes animais a regido do espectro proxima aavidieta. Até a Pentacromacia tem sido
sugerida em pombos (Emmertetnal, 1980).

Na visao de cores dicromatica, onde qualquer cde per especificada pela mistura
particular de duas luzes primarias, as quantideelatvas de luz absorvidas sdo comparadas
por dois tipos de receptores. Esta é a situacaonéada na grande maioria dos mamiferos
(Jacobs, 1993), que comparam sinais de cones goevain luz preferencialmente na faixa
dos comprimentos de onda curtos (regido do azilgtapcom outro grupo de cones que
possui sensibilidade espectral para comprimentasda longos/médios (faixa do vermelho-
verde).

Entre os mamiferos, uma visdo de cores tricromatieés acurada, e que depende da
combinacdo das respostas de trés tipos de recepteigura 1), cada um contendo um
fotopigmento diferente, € encontrada apenas nosapas (Bowmakeet al, 1991; Dulaiet

al., 1994; Boissinogt al, 1998) e em alguns marsupiais (Arresal, 2002; Tabela 1).

(<420 manm) {530 i }iS60 nin}
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Figura 1 —Absorcao relativa em viséo tricromatica.



1.1 - Filogénese dos cones e bastonetes

A partir das comparacgdes de todas as sequénciapsiass de vertebrados, tornou-se
possivel gerar arvores filogenéticas detalhadapigdmsentos visuais, baseadas na duplicacao
e subsequente divergéncia sequencial. Embora asear¥ilogenéticas propostas por um
grupo de autores (e.g. Okaabal, 1992) apresentem ligeiras diferencas em relagatro
grupo de pesquisadores (e.g. Hisatetal, 1994), em conjunto elas mostram-se, nas suas
linhas gerais, concordantes.

O pigmento visual ancestrdbs vertebrados poderia ter sido de tipo cone com u
Amax abaixo de 520nm, talvez préximo de 500nm. Pponénevolucao dos vertebrados (cerca
de 500 milh6es de anos atras), divergindo daquigimgmnto ancestral, originam-se duas
novas classes de pigmentos, uma de ondas longgss{@tnizados commax na faixa de
530-570 nm, e outra de ondas curtas (OC) @omax com cerca de 460nm. Esta divisdo
poderia ter formado a base para um sistema dicroondé visdo a cores. Na sequéncia, (450
milhdes de anos antes) o grupo de ondas curtasusadivas mudancas, manifestadas pela sua
diferenciacdo em pelo menos quatro classes deaspgiie incluem, um grupo sensivel as
ondas-médias (OM) incluindo pigmentos dos grupos(bistonetes) e Mc (comprimentos de
onda entre 460-530nm) além dos grupos ondas cdliifesenciados em um grupo sensivel ao
Azul (430-470nm) e outro sensivel ao Violeta (380+3m) (Okancet al, 1992, Johnsost
al., 1993 ; Chanegt al., 1995).

A evolucéo precoce destes quatro grupos de opfinaeceu as bases necessarias para
a visdo a cores tetracromatica em todas as grasldsses de vertebrados. Contudo, esta

caracteristica permaneceu apenas nas aves, pegeis de habitos diurnos.
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Finalmente, uma outra divisdo génica ha cercasdmihdes de anos, desta feita no
grupo OL, separou OL vermelho (560 nm) e OL ver8@0(nm), possibilitando a visao

tricroméatica dos primatas.

1.2 - Dados anatémicos e funcionais da visao cron@ dos Didelphideos

O gamba da Mata Atlantica possui acuidade visu@bjlinferior a dos primatas e
carnivoros (Oswaldo-Cruz & Hokog, 1979 ; Silvegal, 1982) e uma extensao total de
campo visual de 223°. Tanto o gamba da Mata Adardomo o opossum (marsupial norte-
americano), exibem idéntica dimensdo do campo Vismacular (125°) e, nas suas hemi-
retinas superiores, verifica-se uma estrutura taflede luz (oTapetum Luciduinque, em
ambientes de baixa luminosidade, pode acentuantoaste entre objetos.

As retinas do gambéa da Mata Atlantica (Ahretltal, 1995) e do opossum (Kolb &
Wang, 1985) sdo do tipo duplex, isto é, apresentmms tipos de fotorreceptores, o0s
bastonetes (para a visdo noturna) e 0s cones arsdo diurna) sendo que, nas retinas
periféricas, a razédo bastonetes/cones é de 13@amba e de 120:1 no opossum.

Uma particularidade adicional que se pode obses&aros cones simples e duplos,
ambos com goticulas de 6leo, cujas maiores coraeg@s se localizam na hemiretina inferior
(Ahnelt et al, 1995). As goticulas de 6leo estdo localizad&s ers segmentos externo e o
interno do cone e sdo comuns em répteis, avexespd presenca das goticulas de 6leo nos
cones da retina do Gamba evidencia a retencaordetedsticas reptilianas em mamiferos,
ainda que primitivos. Ao que parece, estas gotcdéaoleo agem como verdadeiros filtros,
cuja funcdo é o aumento de contrastemesmo a ampliacdo da detec¢do de cores (Jacobs,
1993).

Neste sentido, existem estudos sugerindo que osepis e as goticulas dos cones

agindo em sinergia determinariam as caracteristispsctrais dos cones (Hokeical, 2006).
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Em resumo, podemos concluir que o gamba da Mat@ntith possui 0s seguintes tipos

morfolégicos de cones:

1 - cones simples sem goticulas de o6leo (CS)
2 - cones simples com goticulas de 6leo (CS-GO+)

3 - cones duplos com goticulas de 6leo (CD-GO+)

Para melhor compreensdo da presumivel visdo croemdtis Didelphideos, importa
salientar os resultados comportamentais e newldfggscos publicados até entéo na literatura
pertinente. Testes da discriminagcdo de cores (faegd 1967) produziram evidéncias
sugestivas de que 0s opossums realizam uma vagieadiscriminacdes de cor, inclusive,
com a indicagédo de que sao capazes de distingés lvermelhas, verdes, amarelas e azuis,
uma das outras, assim como entre elas e a luz atoamNeste experimento o autor utilizou
filtros Kodak ‘Wratten’ (vermelho n°. 25, amarel® &5, verde n°. 58 e azul n°. 47). A adicao
de filtros de densidade neutra permitiu o ajuste ldhos dos filtros vermelhos, verde e
amarelo para o brilho equivalente do filtro azuliédman, 1967). Se estas discriminagdes
estdo baseadas apenas em sinais resultantes idadsivios cones, ainda é assunto a ser
esclarecido.

Jacobs, 1993, utilizando técnicas electroretinagaaf no opossum, apos varias
tentativas, obteve apenas respostas a um pigmentorte com sensibilidade maxima em
torno de 560 nm. Estes resultados, sugestivos sl vinonocromatica para 0 opossum,
revelam incoeréncia com os de visdo dicromaticaielag animais, tal como sugerido pela
anatomia. Acertadamente, o autor comenta que éstaanformidade de resultados deve ser
interpretada com cautela, visto que a ausénciaidéreias favoraveis a existéncia de outras

classes de pigmentos ainda néo foi devidamentaresia.
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Estudo genético mais recente analisou a seqiemsaopsinas de dois marsupiais
noturnosMonodelphis domesticaDidelphis auritg ambos da ordem Didelphimorphia. Para
as duas espécies apenas duas classes de conegfo@itradas: uma com pico de absorcao
de ondas curtas na faixa do UV e a outra com pécalborcdo de ondas longas cujo gene
localiza-se no cromossomo X (Huettal, 2009; Tabela 1).

Estes resultados divergentes demonstram que o ajuastdal a respeito da visédo
cromatica dos didelphideos é uma questdo em abeartmtroversa, portanto, merecedora da
atencdo daqueles neurocientistas interessados mfnbog para o esclarecimento do papel
seguramente relevante dos marsupiais na evolucaeisda reptiliana tetracromética ou

mesmo pentacromatica das aves, peixes e répteasa pésao tricromatica dos primatas.

1.3 — Justificativa e Relevancia

A familia Didelphidae, da qual o gamba faz partelui as formas mais antigas dentre
0s marsupiais (Hokog, 2006). O género Didelphie@améo ter se modificado muito ao
longo do tempo, pois ja era encontrado com as teaifsiicas atuais desde o Pleoceno (Paula
Couto, 1953). Acredita-se que 0s marsupiais assmopms monotremos e mamiferos tenham
tido um ancestral comum (Hokog, 2006). Por issdudes as caracteristicas visuais
crométicas desses animais significa resgatar irdobes dos primordios da evolugdo dos
mamiferos.

Ao se fazer uma revisdo na literatura existenteesebtudos feitos com o gamba de
orelha brancgDidelphis albiventris),no que concerne a forma de detectar a luz visivel
refletida e como transforma-la em imagens cromsitida seu meio ambiente externo,
verifica-se uma escassez de trabalhos que possdareesr tal fendbmeno. Mesmo para o

gamba da Mata AtlanticaD{delphis marsupialis aurita)e para o opossumDidelphis
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virginiana), os poucos dados publicados apresentam algumasdigdes que impedem uma
clara compreensdo sobre a visdo cromatica destemianFriedman, 1967; Jacobs, 1993;
Cunhaet al, 2006; Hunet al, 2009; Tabela 1).

Os comprimentos de ondas maximos de absorbaxwiax) dos cones foram medidos
através de microespectrofotometria em duas espéeiesarsupiais. Os valores encontrados
no honey possun{Tarsipes rostratus foram 557, 505 e 350nm e rfat-tailed dunart
(Sminthopsis crassicaudatdoram 535, 509 e 350nm, representando sensiddidaos
comprimentos de onda longo (LWS), médio (MWS) eaunibleta (UVS) respectivamente,
primeira evidéncia para a base da visédo tricrom@ficreseet al, 2002 Tabela 1).

Através do método de reacdo em cadeia da polim@P&ir), usando DNA gendmico
e cDNA como amostra, o codigo das opsinas dos codeetuas espécies de gambas: “fat-
tailed dunnart” &minthopsis crassicaudata “stripe-faced dunnart’'S(ninthopsis macrouja
foi amplificado e sequenciado. A seqliéncia de aatitios dos pigmentos visuais indicam
gue ambas as espécies possuem pigmentos com keadéao comprimento de onda médio
(MWS) e ao ultravioleta (UVS) com absorbancia maxifimax) de 530nm e 360nm
respectivamente. Nestes experimentos ndo houviel@énela da existéncia de um terceiro tipo
de pigmento (Strachaat al, 2004; Tabela 1).

Foi investigada a dimensao da visdo de cores rnetdilad dunnart” $minthopsis
crassicaudata por meio de um protocolo de aprendizagem disaathra com dois
elementos baseado em diferencas no conteudo coométindependentemente do brilho
relativo. Na discriminacao, era feita uma escolhtieeuma luz colorida (comprimento de
onda do treinamento) e uma mistura aditiva de thres coloridas diferentes (comprimentos
de ondas primarios). Concluiu-se que o “fat-taiflesthnart” tem uma tricromacia funcional
como sugerido em estudos anteriores, mas que difed®s primatas, com a contribuicdo do

cone com sensibilidade ao ultravioleta (Arreseal, 2006; Tabela 1). Como este achado
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contrasta com o do “tammar wallabyMdécropus eugenjj reportado como dicromata
(Hemmi, 1999), estudos comportamentais subseqientes uma maior variedade de
espéciesirao determinar se a tricromacia é o sistema gkxalisdo de cores dos marsupiais
australianos.

Assim, ha informagfes contraditorias sobre visdocdees em marsupiais, onde
estudos genéticos afirmam a dicromacia, e estudanidroespectrofotometria, tricromacia
No caso dos estudos com base comportamental, témamwonflitos na dimensionalidade da
visdo de cores encontrada, embora todas estastigagées tenham utilizado estimulos

luminosos (luz emitida e nao refletida)
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TABELA 1
SUMARIO DOS ESTUDOS DE VISAO DE CORES EM MARSUPIAIS

ANIMAL N° Sujeitos | METODO FOTOPIGMENTOS REFERENCIA
Didelphis virginiana 2 C SWS, MWS, LWS Friedman, 1967
Didelphis virginiana NI ERG LWS Jacobs, 1993

Didelphis aurita 6 ERG UV, MWS, LWS Cunhat al, 2006
Didelphis aurita NI G uv, LWS Huntet al, 2009
Isoodon obesulus 6 MSP uv, MWS, LWS Arreset al, 2005
Macropus eugenii 1 ERG MWS Deebet al, 2003
Macropus eugenii 1 G MWS, SWS Deelgt al, 2003
Macropus eugenii 2 C MWS, SWS Hemmi, 1999
Monodelphis domestical NI G uv, LWS Huntet al, 2009
Setonix brachyurus 6 MSP uv, MWS, LWS Arreset al, 2005
Sminthopsis 1 G SWS, LWS Strachaat al, 2004
Crassicaudata
Sminthopsis 2 C uv, MWS, LWS Arreset al, 2006
Crassicaudata
Sminthopsis 3 MSP uv, MWS, LWS Arreset al, 2002
crassicaudata
Sminthopsis Macroura 1 G uv, MWS Strachast al, 2004
Tarsipes rostratus 3 MSP uv, MWS, LWS Arreset al, 2002
Tarsipes rostratus 0 IT uv, MWS, LWS Sumneet al, 2005

Abreviaturas:

C (Comportamental); ERG (eletroretinografia) G (&ea) IT (inferéncia tedrica a partir da composi¢céao
espectral de itens forrageados) , LWS (sensivehgomentos de ondas longos), NI (ndo informado)
MSP (microespectrofotometria); MWS (sensivel a gomentos de ondas médios), SWS (sensivel a

comprimentos de ondas curtos), UV (sensivel aauititeta).
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Apesar da genética molecular e da eletroretincg@piciarem uma maior precisao
na identificagdo dos diferentes tipos de conedextiss nas retinas dos marsupiais estudados,
estes métodos ndo respondem a todas as perguatabs J1993) afirma que estudos que
investiguem a percepcdo de cores precisam contar wna avaliacdo comportamental
adequada, com rigoroso controle de brilho. A albgeda comportamental, quando bem
conduzida, pode apresentar grande relevancia, emgue a percepc¢do de cores no ambiente
natural reflete um processo mais complexo do catevalade de cones (Sharpeal. 1999) e
envolve processamentos ativos conduzidos pelarssteervoso de forma geral (Zeki, 1993).
A importancia da abordagem comportamental tambéreve&ta nos experimentos de Jacobs e
colaboradores (1999), nos quais camundongos traieegé diagnosticados como tricromatas
através da genética molecular e eletroretinograbajyportam-se como dicromatas quando
submetidos a testes de discriminagao visual.

Reconhecendo, tal como Jacobs (1993), que a congéir@alo fendmeno da visao
cromatica depende somente de evidéncias diretagniobis através de estudos
comportamentais corretamente conduzidos, o pregeojeto pretende contribuir para o
conhecimento dos mecanismos perceptuais da vigAoatica deste importante grupo de
mamiferos primitivos, que foram os protagonistasiehepasso decisivo na génese de novas
espécies mamiferas.

Ademais, a maior parte dos estudos comportameataigpercepcdo de cores, em
animais, utilizam luzes monocromaticas, abruptamdéighdas e desligadas (Jacobs, 1993).
Assim, optamos pela utilizacdo de um estimulo que@oxime mais do ambiente visual
natural. Neste aspecto, os papeéis cromaticos deséllumlém de terem sido amplamente
utilizados, pelo grupo de pesquisas de visdo descdo Laboratério de Neurociéncias e
Comportamento da UnB, em experimentos com varipgcgss de primatas ndo humanos

(e.g. Gomest al, 2002; Pessoat al,1997; Pessoat al, 2003, 2005; Pradet al, 2008;
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Araujo et al, 2008), possuem uma refletancia espectral corapkemelhante ao que ocorre

em uma superficie do ambiente natural (Lennie &btira, 1988).

1.4— Objetivos Gerais

— Descrever a capacidade de individud&elphis albiventrisem tarefas de

discriminacéo de coutilizando uma abordagem comportamental;

— Contribuir com informacdes acerca da ecologia etessarsupiais e acerca da

evolucdo da visdo de cores em mamiferos.

1.5 — Objetivos Especificos

— Investigar a existéncia de tricromatismo ou deosi@atismo em machos e fémeas

de marsupiais da espé@eelphis albiventris

— Avaliar e validar a utilizacdo de papéis de Munsel diagndstico dos tipos de

visdo de cores em marsupiais da esp@aelphis albiventris.
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2. METODOS

2.1 — Sujeitos

O gambaDidelphis albiventris(Figura 2) espécie endémica no Cerrado da Regido
Centro-Oeste brasileira, foi utilizado nestes expentos.

Os gambas séo animais de pequeno porte, vida skariedla e de habitos
crepusculares ou noturnos. Sao basicamente smditdanti-sociais. Entre eles sdo agressivos,
mas podem conviver varios dias juntos no periodacdsalamento. Aos seis meses de vida
atingem a capacidade reprodutiva. Em natureza vatér3 anos, mas em cativeiro podem
viver até 5 anos (Nowak, 1991).

Assim, 7 filhotes (Tabela 2) foram capturados ertulmo de 2006, na fazenda da
UnB, FAL (Fazenda Aguas Limpas), com a devida @agéo do IBAMA (Anexo 1). Foram
identificados e mantidos em gaiolas individuaisn{c®0 cm de largura, 90 cm de
profundidade e 50 cm de altura, feitas de madet@eporta com grade de ferro) localizadas
no Laboratdrio de Neurociéncias e do ComportamelatoUniversidade de Brasilia. As
gaiolas eram forradas com folhas de jornais e tab&om feno e possuiam em seu interior
um tronco de arvore para o animal escalar. A dietesistiu no fornecimento diario de racao
peletizada para cdes em crescimento, frutas ou @yzidos e aguad libitum. A pesquisa

teve a devida autorizacdo do Comité de Etica (Ar&xo
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Figura 2. Individuo da espéciBidelphis albiventris

TABELA 2
IDENTIFICACAO DOS SUJEITOS QUANTO AO SEXO E A PARTI CIPACAO NAS
DIFERENTES ETAPAS DO PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Sujeito Sexo Etapas concluidas

Ayra (A) Feminino Até modelagem 2

Frodo (F) Masculino Todas

Merry (M) Masculino Outras fases — veio a Obito
Mohana (O) Feminino Nenhuma

Pippin (P) Masculino Outras fases — veio a Obito
Safira (1) Feminino Todas

Sam (S) Masculino Todas
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2.2 - Labirinto

Neste estudo, foi utilizado um labirinto de duptzatha para discriminagao visual,
construido em madeira compensada e revestida enicBde cor cinza neutro (Figura 6).
Este labirinto consiste numa camara de partidau(&i® - A) que, pela remocdo de uma
particdo opaca e movel, permite ao animal acesgonara de dupla-escolha (Figura 3 — B),
em cuja extremidade oposta encontram-se duas pEgssilantes (janelas) de acrilico
(Figuras 4 e 5). Cada uma das janelas foi construida deaf@a permitir a colocacédo e a
retirada dos envelopes contendo as folhas de MuAsglanelas permitem a visualizacdo dos

papéis por parte dos sujeitos, que devem empwsrdeldorma a ter acesso ao reforgo (Figura

10).
3
L
194 cm
F 0 ;
SD- SDH
B g
95 cm 58 - ,- h!
11 cm
—
- 194 cm
59 cm
26cm
|
A 20 cm

Figura 3. Vista superior do labirinto. SD- (estimulo discnivaiivo negativo); SD+ (estimulo
discriminativo positivo).

Figura 4. Representacdo das janelas basculantes onde s@erdpd®s os estimulos.
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Figura 5. Vista frontal do labirinto a partir da cAmara detipa.

Figura 6. Vista lateral do labirinto.
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A iluminagdo é fornecida por lampada fluorescentedelo D-65 de 20 watts,
suspensa por cima do labirinto, a aproximadamemtePhra produzir um iluminante que se
assemelhasse as condicbes do meio ambiente naturpkriodo de maior atividade do
animal,camadas de papeis vegetais foram interpostas &htrz e o0 suporte dos bulbos. A

mensuracao foi realizada dentro do labirinto, pekdmetro TENMA Light Meter 72-7250 e

resultou em 119 lux (Figura 7).

Figura 7. Luximetro posicionado proximo as janelas do labitin
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2.3 - Estimulos

Como estimulos foram utilizados papéis de Munsmrtfes de 12,5 por 7,5). O
sistema de Munsell (Munsell, 1966; Newhall, 194@sgqui uma notacdo onde a cor €&
especificada pelo seu matiz (um namero e a letcaairda cor correspondente) e niveis de
brilho sobre saturagédo (por exemplo, 2.5YR 4/14n®dtacdo correspondente a um “yellow-
red” ou laranja 2.5, com brilho 4 e saturacao O%)papéis de Munsell tém sido utilizados em
varios experimentos de discriminacdo de cores @amg@as e em primatas nao-humanos,
representando um método confiavel e muito indiGdaestudos comportamentais (Goraes
al., 2002; Pessoat al, 1997; Savaget al, 1987).

Foram utilizadoscomo base para este estudares de papéis de Munsell selecionados
em testes previamente realizados com humanos.dNestes, seis individuos dalténicos (dois
com cones para o vermelho ausentes ou anOmaloganpre quatro com cones para o verde
ausentes ou anbmalos - deutans) estabeleceransaqii@ncia de papéis de Munsell que,
para eles, eram muito semelhantes. Este procedinpamninitiu a escolha de dez pares de
estimulos que estavam em pontos de dificil diso@gio para daltbnicos. Para exemplificar,
dois individuos diagnosticados, pelo teste de &hihcomo daltdnicos protarselecionaram
0 par 2.5YR 4/14 (um laranja puro ou saturado)56Y. 4/10 (um verde saturado) como
sendo cores muito semelhantes. Dentre os paresicseldos no experimento com o0s
humanos, foram escolhidos aqueles que envolvianfyéfow-red — laranja) vs. GY (green-
yellow — verde).

O procedimento visa conhecer os diferentes graudifeildade na discriminagcéo
entre os pares de papéis de Munsell, entre indigidel no mesmo individuo. Assim, o SD+
foi fixado e pareado com diferentes matizes, peaoando a variacdo aleatoria de brilho,
formando pares de facil ou de dificil discriminac&oram montados entdo trés blocos de
testes, correspondentes aos pares encontradosstes tom os humanos (Gonsal,

2002). Para exemplificar, o bloco do 10YR é coui&tit por dois pares de facil discriminacao
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(10YR n/10 pareado com 7.5B n/4 e 5B n/6 podendamas os valores de brilho 4, 5, 6, 7 e
8) e por um par de dificil discriminacéo para data (L0YRV/10 pareado com 5GN/10; n
podendo assumir os valores de brilho 5, 6, 7 eb8do no ja citado experimento com
humanos.

Cada papel foi mantido permanentemente dentro de enwelope de acrilico
transparente (3 mm de espessura) como forma deggrtiis da manipulacéo direta por parte

dos animais, evitando assim que fossem danificados.

2.4 — Procedimentos
Os experimentos foram conduzidos em quatro fases:
- Adaptacéo;
- Modelagem 1;
- Modelagem 2; e
- Testes comportamentais para discriminagao visual.
2.4.1 - Adaptagéao
A adaptacdo dos animais aos experimentadores f@sséria para que a presenca
humana néo causasse estresse aos sujeitos expgargmErjudicando o seu desempenho nos
testes comportamentais. Nesta fasala filhote teve 0 manuseio, ® minimqg dez minutos
diarios (Figura 8). O periodo de adaptacdo abrarmgeyprimeiros 6 meses de vida dos

animais. No final destas sessdes de domesticaga@mimais recebiam sua racdo alimentar.
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Figura 8. Manipulacao de filhote da espéfelelphis abiventris

2.4.2 — Modelagem 1
Foram realizadas sessdes diarias com objetivo timudgr o animal a explorar o

labirinto. Apds a abertura da porta de partidarfotdilizadas iscas (pedacos de frutas e racéo
para cachorro) a distancias cada vez mais proximasinel de discriminagdo. Na progressao
desta modelagem, os animais foram treinados a aleatoriamente, as janelas de ambos os
lados (direita/esquerda), evitando-se com istarmdgao de comportamentos de preferéncia.
Ambas as janelas possuiam refor¢co. Em cada jamietalbcado um papel de cor laranja (10
YR), de brilho variado, para que ja associassearanja ao estimulo positivo. Esta condi¢ao
foi mais bem trabalhada na modelagem 2. O crifgsi@ esta tarefa ser considerada como
finalizada com sucesso foi um tempo de laténciaiTéxde dez segundos, contados a partir

da saida do animal até a abertura da janela canteretompensa.
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2.4.3 — Modelagem 2

Depois de retirados das suas gaiolas, os animas elocados na camara de partida
do labirinto. As sessGes duravam aproximadamenta bora para cada animal. Dois
estimulos eram pareados, o estimulo positivo fqrapel laranja (10YR) @ estimulo
negativo, a cartolina preta (Figura 9). Nesta fa&e houve variacdo do brilho do estimulo
negativo. Era colocada uma porcdo de 1g de ovalearas de cada janela, eliminando a
escolha pela pista olfativa. Apos a abertura deaacame partideo animal deveria dirigir-se a
outra extremidade do labirinto e tocar o focinhdeestava inserido o cartdo laranja, abrindo
a janela e recebendo a recompensa (Figura 10nedgj@om o estimulo negativo era mantida
fechada. Caso o gamba escolhesse a janela conulestiegativo, ele era reconduzido para a
camara de partida e, apés dez segundos, daveegednima nova tentativa. Eram realizadas
em média trinta tentativas por sessdo. Cada vep gaenba escolhia a janela com o estimulo
positivo era considerado acerto e a escolha da ¢artela, erro. Para o animal passar desta
fase de modelagenfoi necessario alcancar o nimero de acertos adaraleatoriedade em

cinco sessodes consecutivas, considerando-se o adotarde 30 tentativas em cada sessao.

10TE PEETO

{brilho variavel)

Figura 9. Representacéo esquematica dos estimulos utilizedosdelagem 2
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2.4.4 — Testes comportamentais

Os animais ja modelados fizeram escolhas entreuas fanelas com o estimulo
positivo ou negativo. A apresentacao dos estimeit® as posicdes direita e esquerda seguiu
a tabela de Gellerman (1933) para numeros aleat@ara evitar que os animais utilizassem
a posicéo de apresentacdo dos estimulos como staangpi realizagédo dos testes. Percentuais
de acertos em cada sessao foram calculados. Obtastaial foi utilizado para construir os
limites de confianca de 95% sobre o desempenhtbaleacom base no nimero de tentativas
do teste (Savaget al, 1987). O teste para cada par foi realizado ens deasdes com 32
tentativas caddotalizando 64 tentativas. O limite superior deatdriedade foi calculado em

62,25% e o inferior em 37,75%.

Figura 10. Sujeito Didelphis albiventri} acessando o refor¢co (ovo cozido)

N&o houve repeticdo do mesmo par no caso de éroms 0s pares seguiram o0

mesmo protocolo. Apds cada tentaties acrilicos utilizados que continham os estimulos

28



eram limpos com 0 mesmo pano umido para homogenaszadores deixados pelo animal
apos o contato com o envelope. Foram utilizadeardspde discriminacéo (Figura 11).
2.4.4.1- 1° Par — considerado de facil discriminaga

As duas primeiras sess0es foram realizadas comustpositivo laranja (L0YR) com
brilho variado (5/10, 6/10, 7/10 e 8/10) e o negatizul (7.5B) com brilho variado (5/4, 6/4,
714 e 8/4).
2.4.4.2 — 2° Par — considerado de dificil discrimatéo

Foram pareados os papéis (10YR) com brilho var{at®, 6/10, 7/10 e 8/10) com o

estimulo negativo verde (5GY) com brilho variads10Q, 6/10, 7/10 e 8/10).

2.4.4.3 — 3° Par — considerado de facil discriminag

O segundo par facil foi realizado apds as duasossesdo par dificil. Esta etapa foi
importante para confirmar o desempenho dos animaidiscriminagdo entre o laranja e o
azul. Os estimulos utilizados foram (10YR) comHhuwrivariado (5/10, 6/10, 7/10 e 8/10) e

azul 7.5B com brilho variado (4/6, 5/6, 6/6 e 7/6).

2.4.4.4 — Par de impossivel discriminacéo
A Ultima fase de testes foi realizada com doiggalénticos de matiz 10YR e brilho
5/10. Havia uma pequena marcacdo no verso de ues gera que este fosse o estimulo

positivo.
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1.5B
A
10 TR

5B

10 YE 10 YR

Figura 11. Representacdo esquematica dos estimulos utilizemotestes discriminativos.

A - O estimulo positivo 10YR (“yellow-red”) de brdhvariado foi pareado com os estimulos
negativos 7.5B (“blue”), 5GY (“green-yellow”) e 5Bblue”) representando: 1° par facil, par

dificil e 2° par facil respectivamente.

B - O estimulo positivo 10YR de brilho fixo foi paso com estimulo negativo 10 YR

idéntico representando o par de impossivel disoagéo.
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3. RESULTADOS

3.1- Adaptacéo

Os quatro gambas machos ficaram adaptados a paesémognana com
aproximadamente seis meses de vida. As trés féamasentaram maior dificuldade de
aceitar o manuseio e apdés esse periodo ainda stanii® comportamento ariscoom
tentativas de mordidas e emitindo sons de agréssigi Para diminuir a resposta agressiva
dos animaismudou-se o horario de manipulacdo. O contato cemsujeitos passou a ser
realizado durante o periodo de maior atividaderdimal: apds as 17h. Uma fémea (Mohana)

ndo se adaptou a presenca humana nao participasdtethais etapas da pesquisa.

3.2 — Modelagem 1

Durante a modelagem 1, os sujeitos exploraram wifedh de forma dinamica e
intensa e facilmente responderam a procura de @iion®lanifestaram o interesse em abrir as
janelas e comer o refor¢o (racdo) que havia pa@sietas janelas. Esta fase teve duragéo

aproximada de um més.

3.3 — Modelagem 2

Quatro sujeitos, sendo dois machos (S e F) e émasds (A e I), conseguiram manter
seu desempenho acima da aleatoriedade em pelo roieossessdes consecutivas (Tabela
3).

A fémea Ayra (A) realizou 64 sessdes, com medi24Jé43 tentativas por sessao, e

manteve-se estavel a partir da 602 sessao (Figra 1
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O macho Frodo (F) realizou um total de 79 sess@as,média de 29,18 tentativas por

sessdo. O sujeito manteve seu desempenho acimievelodo acaso a partir da 542 sesséo

(Figura 13).

A fémea Safira () realizou 64 sessbes, com médi2@]31 tentativas por sesséao.

Ficou com o desempenho estavel acima da aleatdaeadpartir da 542 sesséao (Figura 14).

O macho Sam (S) realizou 81 sessdes, com média, daehtativas por sessdo. Ficou

com o desempenho estavel acima da aleatoriedaaltirada 702 sessao (Figura 15).

ApoOs esta fase, os animais foram considerados aptosealizar os testes

comportamentais.

TABELA 3
DESEMPENHO DOS SUJEITOS pidelphis albiventris) NA MODELAGEM 2
Sujeito N° de sessdes N° de sessBes comEstavel a partir Média de
resultados acima da da sesséo: tentativas por
aleatoriedade sessao
Ayra (A)? 64 38 602 24,43
Frodo (F)J 79 67 542 29,18
Safira (1)@ 64 42 542 26,31
Sam (S)3 81 65 712 31,40
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Figuras 12 e 13- Desempenhos deidelphis albiventrisem tarefa visual discriminativa
(modelagem 2). Sujeitos: Ayra (A) e Frodo (F). liAha tracejada representa o limite
superior de aleatoriedade, a linha continua caomgbresenta o nimero de acertos em cada

sessao.
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Figuras 14 e 15 -Desempenhos dBidelphis albiventrisem tarefa visual discriminativa
Modelagem 2. Sujeitos: Safira (I) e Sam (S). Adintracejada representa o limite superior de

aleatoriedade, a linha continua colorida represemiamero de acertos em cada sessao.
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3.4 — Testes comportamentais

Dois machos (S e F) e uma fémea (I) completararast@d fases de teste. Foram
encontrados trés resultados distintos.

O macho F manteve-se acima da aleatoriedade ens taslafases dos testes
comportamentais, inclusive na do par impossivejufé 16; Tabela 4).

A fémea |, por outro lado, teve seu rendimentoabdia aleatoriedade em todas as
fases dos testes comportamentais (Figura 17; Talela

O macho S manteve o numero de acertos acima daréddade nos pares de facil
discriminagdo para dicromatas (10YR Vs. 5B e 10W&R7.5B), porém, seu rendimento caiu
para niveis aleatdrios no par de dificil discring@a (L0YR Vs. 7.5GY) e no impossivel

(10YR 5/10 Vs. 10YR 5/10) (Figura 18; Tabela 6).
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Macho Frodo
100 - SD+10 YR

o |
o O o o
} i }

Respostas comretas (%)
o

== bk} @ S [n
o

=]

o

758 oGy SB 10YR
sD-

Figura 16. Desempenho do macho Frodo nos testes comportase@tastimulo positivo
10YR foi pareado com os estimulos negativos 7.%BY,%5B e 10YR. As linhas tracejadas

representam os limites inferior e superior de ak&dade.

TABELA 4
DESEMPENHO NO TESTE COMPORTAMENTAL - FRODO
TAREFA N° de acertos Percentual de acertos
10 YR Vs. 7.5B (par facil) 53 82,81%
10YR Vs. GY (par dificil) 52 81,25%
10YR Vs. 5B (par facil) 53 82,81%
10YR Vs. 10YR (par impossivel) | 58 90,62%
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Figura 17. Desempenho da fémea Safira nos testes comportamedtastimulo positivo
10YR foi pareado com os estimulos negativos 7.%BY,%5B e 10YR. As linhas tracejadas

representam os limites inferior e superior de akedade.

TABELAS
DESEMPENHO NO TESTE COMPORTAMENTAL - SAFIRA
TAREFA N° de acertos Percentual de acertos
10 YR Vs. 7.5B (par féacil) 33 51,56%
10YR Vs. GY (par dificil) 34 53,12%
10YR Vs. 5B (par facil) 27 42,18%
10YR Vs. 10YR (par impossivel) | 35 54,68%
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Macho SAM
SD+10 YR

% Respostas corretas

7.8 5GY B 10YR
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Figura 18. Desempenho do macho Sam nos testes comportamedta&stimulo positivo
10YR foi pareado com os estimulos negativos 7.8BY,55B e 10YR. As linhas tracejadas

representam os limites inferior e superior de ak&dade.

TABELA 6
DESEMPENHO NO TESTE COMPORTAMENTAL - SAM
TAREFA N° de acertos Percentual de acertos
10 YR Vs. 7.5B (par facil) 46 71,87%
10YR Vs. GY (par dificil) 31 48,43%
10YR Vs. 5B (par facil) 51 79,68%
10YR Vs. 10YR (par impossivel) 33 51,56%
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4. OUTRAS FASES

A proposta inicial para o treinamento dos sujeiids chegarem a fase de testes
comportamentais foi bem diferente da acima desdrdtaive uma evolucdo de tentativas e

idéias que merecem ser comentadas e discutidas.

4.1 — Protocolo A

Este protocolo refere-se a primeira modelagemizesd para que 0s animais
escolhessem um dos lados do labirinto. Foi iniciapds a modelagem 1 j& comentada na
parte da metodologia.

Nesta fase os animais deveriam fazer escolhas enéiranja (10YR) e o azul (7.5B),
ambos com variacdo aleatodria de brilho. Cada sessaeealizada com 10 tentativas e seguia
uma tabela de pseudo-aleatoriedade. ApdOs seis n@sesreino, 0S sujeitos ainda
apresentavam desempenho abaixo da aleatoriedadém@ro de tentativas por sessao foi
aumentado de 10 para 30. Mesmo com este aument@nio®is permaneceram com

desempenho aleatério.

4.2 — Protocolo B

Refere-se ao protocolo da nova modelagem utilizgs o fracasso da modelagem
com o protocolo A. Aparentemente, o nivel de diiade da tarefa discriminatéria estava
alto. Para simplificar a tarefa, foram apresentguyes de estimulos com brilho fixo. Foram
utilizados pares como exemplo: 10YR 5/10 Vs. 7.5Bdurante as 15 primeiras tentativas e

10YR 6/10 Vs. 7.5B 6/4 nas 15 restantes da messsase
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A fase de modelagem utilizando o protocolo B dulleu36 a 49 sessfes e todos o0s
quatro sujeitos, sendo trés machos (S, F e P) efémaa (A), mantiveram o nimero de
acertos acima da aleatoriedade apos a 152 sésgém(19).

Com este novo protocolo o desempenho dos sujpdssou a ser significativo.

Passou-se entéo para o Protocolo C.
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Figura 19. Resultados da modelagem utilizando o protocolo BS[> (10YR) foi pareado coi
azul (7.5B), ambos com brilho fixo. A linha contnvepresenta o nimero de acertos e a linha
tracejada o limite superior de aleatoriedade. SPFe A representam as iniciais dos gambéas
(Didelphis albiventriy Sam, Frodo, Pippin e Ayra. Ao lado das inici@stdo os nuameros
respectivos das sessodes.
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4.3 — Protocolo C

Refere-se a0 mesmo procedimento realizado apésluéda a modelagem com o
protocolo B. Utilizou-se o mesmo procedimento mb no protocolo A, ou seja,
apresentacao do primeiro par de facil discriming{@anja 10YR e azul 7.5B) com variacao
aleatdria de brilho.

Foram realizadas de 40 a 43 sessdes com trésdads;isendo dois machos (Se F) e
uma fémea (A). Os trés sujeitos conseguiram ostaglms acima da aleatoriedade; o macho F
e a fémea A apdés a 72 sessdo. O resultado do nfacbscilou proximo a linha da
aleatoriedade até a 192 sessdo, ap0s esta, cadessk manteve acima da aleatoriedade
(Figura 20).

O namero de acertos dos sujeitos manteve-se acmbedtoriedade e estavam aptos a
passar para a fase de testes quando se comprex@iéncia de pistas olfativas.

Quando o sujeito passava pela janela para acessenrapensa (ovo cozido), havia o
contato direto do dorso do gamba com os envelopessgntinham os estimulos positivos e
estes ficavam marcados com o cheiro do animals #neelopes com os estimulos negativos
s6 eram tocados pelos focinhos.

Para comprovar a veracidade deste fato, os envetlgacrilico que contém os papéis
de Munsell foram trocados: os papéis 10YR (SD+grfocolocados nos envelopes onde antes
permaneciam os papéis 7.5B (SD-)Ja, mesma formaestes ultimos foram guardados nos
acrilicos dos primeiros. Os sujeitos, que ja aprtasem um resultado significativo, passaram
a escolher os envelopes com o estimulo negativo.

Adotou-se entdo a limpeza dos acrilicos ap0s caslstativa do animal,
independentemente de sua resposta (acerto ou Essg. procedimento teve como objetivo
homogeneizar os odores deixados nos acrilicos tareaipista olfativa. Apds esse novo

procedimento, os desempenhos voltaram aos niveiedmriedade.
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Figura 20. Resultados da modelagem utilizando o protocol® GD+ (10YR) com brilho variad

(5/10, 6/10, 7/10, 8/10) foi pareado com o azub @) com brilho variado (4/10, 5/10, 6/10, 7/10). A
linha continua representa o numero de acertosndatracejada o limite superior de aleatoried&de.
e F representam as iniciais dos machos (Sam e fredd, da fémea (Ayra). Ao lado das iniciais

estdo 0s numeros respectivos das sessoes.
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5. DISCUSSAO

5.1 - Motivacéo dos sujeitos

Com o desenvolvimento desta pesquisa foi possoredtatar a importancia de manter
0S sujeitos experimentais motivados para a redado teste.

O sujeito Sam apresentou maior motivagéo paraleaedo do teste, pois foi possivel
comecar os testes com este individuo mais cedaudocgm os demais. Aparentemente os
machos se esforcavam mais para concluir com su@esamefa discriminatéria do que as
fémeas. Um dos motivos relevantes observados pagica essa diferenca do
comportamento entre os individuos era o apetiteardmal. Os machos se movimentavam
mais dentro das gaiolas, bebiam mais agua e estiegiilentemente com muito apetite.
Durante os testes comiam todo o reforgo oferecido.

Para aumentar a motivagdo dos animais, em espedials fémeas, foi trocado o
reforco que inicialmente era uva e passou a secoxiglo e racdo. A quantidade de alimento
oferecido durante as sessfes e apds 0 términosdpeSaisou ser revista sempre que a

motivagdo dos sujeitos caia. A agua permanaddibitum

5.2 — Contato visual com outros individuos

Os sujeitos foram mantidos em gaiolas, privadoscdntato visual com outros
individuos da mesma espécie ou de outras espégigs. os sujeitos foram mantidos apenas
0s contatos auditivo e olfativo. As gaiolas erampdstas lado a lagampedindo que os
sujeitos se vissem. O contato visual era realizspmradicamente nos momentos em que 0
sujeito saia da sua gaiola durante a limpeza dessas sess6es do experimento.

O bem-estar dos animais facilita o desenvolvimatds experimentos. Os sujeitos

precisam de um local maior para explorar, gastas saergias. Apesar do ambiente pequeno
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0s machos ainda se mostravam ativos durante odmtdrde e a noite. As fémeas, por outro
lado, apresentavam-se diversas vezes sonolentgogas € pouco motivadas a realizar os

experimentos, mesmo com a privacao de alimenta@ntio dia.

5.3 — Simplificacéo de tarefas

A partir desse estudo, foi possivel perceber queakizacdo de tarefas aparentemente
simples pode ser muito complexa para o animalirfportante alterar as fases de realizacao
do experimento, incluindo a modelagem com o capégio, para diminuir o nivel de
dificuldade das tarefas. A inclusdo dessa nova tfas®u possivel o aprendizado de tarefas
de discriminacdes menos evidentes: pareamento slmaudos (positivos e negativos) com

variacao aleatoria de brilho.

5.4 — Importancia do teste impossivel

O teste considerado de discriminacdo impossivetldoextrema importancia nesta
pesquisa. O resultado dos testes comportamentassjdibo Frodo foi invalidado devido ao
alto desempenho durante as sess6es com o0 par ingo€saso esta fase final ndo fizesse
parte da sequiéncia de testes, poder-se-ia comria@neamente que esse individuo era um
tricromata.

Por outro lado, a utilizacdo do par impossivehptu corroborar os resultados dos
testes discriminativos do sujeito Sam que teve guead seu desempenho na realizagéo da

fase final. Com isso, concluimos que esse sujeitvg-se por pistas visuais e néo olfativas.
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5.5 — Pistas olfativas

O encéfalo do gamba, classificado como sendo tigeeawm animal macrosmatico,
sem corpo caloso, apresenta um enorme bulbo atfatbm um grosso e curto pedunculo e
amplos tratos olfatérios, que distribuem suas $ibrauma enorme area de paleopalio,
correspondente a superficie do trigono (tubércaltatorio, fossa lateral e lobo piriforme
(Lindemanret al, 2003).

Devido a essa grande capacidade de discriminat@o/al mesmo com a limpeza dos
acrilicos onde eram apresentados os estimulogeitosbirodo conseguiu discriminar o cheiro
deixado nos acrilicos e teve o desempenho acimacdeo em todas as fases de teste
inclusive no par impossivel.

Os sujeitos Pippin, Ayra, e Sam também mostraramfame reconhecimento de
cheiros ao realizar com sucesso as fases relatdasm: protocolo B e protocolo C.
Aparentemente, os animais ddo mais importanciaeatsulos olfativos do que aos visuais
cromaticos. O gamba apresenta um pequeno globaraeumervos Opticos proporcionalmente
muito finos, revelando ndo ser um animal de esaénsual (Lindemanet al, 2003).

Ao realizar os testes, 0 macho Sam, que consegalizar com sucesso 0s pares de
facil discriminagdo e ndo conseguiu 0 mesmo desengpeas demais fases (par dificil e
impossivel), era o que fazia a escolha das jand®sforma singular. Sam olhava
freqientemente para os dois lados. A escolha éeadem uma maior distancia da janela
guando comparada com a dos outros sujeitos.

O macho Frodo, que teve seu desempenho acima a@raddade, por outro lado,
fazia a escolha bem proximo as janelas, cheirasdo-a

Para evitar esse tipo de pista, é importante amrmd® de um labirinto que impeca o
contato dos sujeitos com o0s estimulos, ou com e®l@res que os contenham. Uma
alternativa seria manter fixo o acrilico protetar ambas as janelas, alternando-se apenas 0s

papéis de Munsell.
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5.6 - Comparacao dos resultados com outros estudds visao de cores em marsupiais

A afirmacdo que o marsupi@lidelphis albiventrisé dicromata foi reforcadpelo
desempenho de um sujeito (S) desta espécie quedsempenho nos testes comportamentais
acima da aleatoriedade nos pares de facil discaigdm para um dicromata e na faixa da
aleatoriedade nos pares de discriminagdo dificilfa® de que este animal ndo tenha
discriminado o par impossivel assegura que a digtaigdo nao foi fundamentada em pistas
olfativas.

De acordo com os estudos eletroretinograficos deohs, ndo publicados
integralmente, mas relatados em sua revisdo (Jad®98), noDidelphis virginianafoi
detectado apenas um tipo de cone com pico esper&b0nm. Essa técnica é bastante
sensivel, mas a auséncia de evidéncia de uma seglasse de pigmento deve ser vista com
cuidado (Jacobs, 1993).

Contudo, pela propria natureza metodoldgica, naposkeem comparar os resultados
encontrados neste trabalho com os obtidos por m&toddo-comportamentais:
microespectrofotometria, genética molecular e @letmnografia. Essas pesquisas auxiliam na
obtencdo de dados referentes a presenca de detdowirfiotopigmentos, mas com essas
informacgdes néo se pode afirmar com certeza odgpaséo de cores dos sujeitos analisados,
tendo em vista que o processamento visual envaitra®regides fora da retina. A percepcao
de cores no ambiente natural envolve processamatitos conduzidos pelo sistema nervoso
de forma geral (Zeki, 1993). Testes comportamenpaidanto, sdo decisivos para se afirmar
se uma espécie se comporta como dicromata ountréateo(Jacobs, 1998gelber et al., 2003).

A conclusao desta pesquisa esta de acordo comliggulsbpor Hemmi (1999), que
realizou testes comportamentais com a espBtaeropus eugenii Hemmi pareou dois
estimulos luminosos monocrométicos com variacaontinsidade e treinou os sujeitos a
escolherem o de maior comprimento de ondas. Aptss fase, 0s sujeitos jA& modelados

responderam a novos estimulos monocromaticos dobbque eram intercalados por um par
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no qual se substituia uma das luzes coloridaslpelaranca. Para um dicromata, a luz branca
tem aparéncia subjetiva de uma luz monocromaticandeeomprimento de onda particular

(Neumeyer, 1991). Sabendo-se disso, foi possivierdear o ponto neutro, encontrado

exclusivamente em dicromatas, ponto no qual otsupsiciona a luz branca no eixo dos

comprimentos de onda.

Por outro lado, o resultado do nosso trabalho deveto realizado por Friedman
(1967), com o gambBidelphis virginiana.Friedman concluiu que essa espécie, do mesmo
género utilizado no presente estudo, era tricronizgtsa divergéncia pode ser atribuida a uma
diferenca interespecifica. Porém, fatores metododég podem ter contribuido para um
resultado equivocado. Friedman avaliou o desempeohgambd na tarefa discriminatoria
entre as luzes azul, vermelha, amarela e verde tujihos foram equalizados com o brilho
do azu) segundo os parametros do olho humano. Nao howeatoole baseado na visdo do
sujeito experimental. A partir disso, ndo se podegtir que o animal ndo tenha percebido
diferenca de intensidade entre uma luz e outras@pao pesquisador ter eliminado as pistas
olfativas, posicionando reforco em ambos os lad@sokando os filtros de luz do contato
direto com o gamba, o sujeito pode ter se guiadoppmbas de brilho. Além disso, néo foi
realizado nenhum teste impossivel para corrobongz@ese proposta.

Nosso resultado também difere do realizado com up&is Sminthopsis
crassicaudatano qual o animal ja modelado deveria escolhaeentuz colorida (do treino)

e uma mistura aditiva de luzes coloridas (comprioede onda primarios) com intensidades
variadas (Arreset al, 2006). Arrese e colaboradores encontraram ewid€mle trés tipos de
cones, sendo um com pico de absorcao na faixa W\peSquisadores nao relataram se houve
controle de pistas olfativas, mas realizaram tespossivel no qual o acerto dos sujeitos caiu
para 50% nessa tarefa.

Essa diferenca entre nossos resultados, dicronatisnespéci®idelphis albiventris,

e 0s apresentados para a espé&crenthopsis crassicauda(@rreseet al, 2006) pode ser
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atribuida ao fato de fazerem parte de ordens thstiDidelphimorphia e Dasyuromorphia
respectivamente, apresentando caracteristicasydarés em relagédo a percepcéo de cores.
6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados nos testes comportasied&ai discriminacdo visual
sugerem que a espé@alelphis albiventrisse comporta como dicromata.

Ao analisar os desempenhos nas tarefas discrivasationstatou-se forte tendéncia
dos sujeitos da espédidelphis albiventrisa se guiarem por pistas olfativas.

E possivel utilizar papéis de Munsell para diagnasto tipo de visdo de cores em
marsupiais da espédidelphis albiventris.

Estudos comportamentais subseqientes com um mamera de individuos irdo
determinar se a dicromacia é o sistema geral d@owie cores dos marsupidddelphis

abiventris.
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8. ANEXOS

8.1 — Anexo 1 : Licenca do IBAMA para captura dos mimais.
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8.2 — Anexo 2: Aprovacao da pesquisa pelo Comité &gica.
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RESUMO
A visdo de cores em marsupiais € um tema congoyespecialmente dentro

da ordem Didelphimorphia (gambas). Enquanto o disiigtp da visdo desses animais em
testes comportamentais foi o tricromatismo e nogudes eletrofisiologicos, o
monocromatismo, recentemente, em estudos de gemétilecular, encontraram apenas duas
classes de opsinas nos dois maiores géneros dets@.oO presente estudo avaliou a
habilidade discriminativa de gambasDidelphis albiventriy através de testes
comportamentais. Os animais realizaram as tarefasira labirinto de dupla escolha em
forma de Y com uma camara de partida. Os estimuitizados foram papéis de Munsell de
diferentes matizes. Para assegurar a escolha lasaador, os papéis foram apresentados
com variacao aleatoria de brilho. Um macho obtlasempenho significativo nos testes com
pares de facil discriminacdo para um dicromata, seasdesempenho caiu para a faixa da
aleatoriedade no par de dificil discriminacdo. Essesultados sugerem que a espécie
Didelphis albiventris2 dicromata.

Unitermos: visao de cores, marsupial, comportamento, gamba

ABSTRACT

Color vision in marsupials is a controversial sohjeespecially among the Order
Didelphimorphia (American opossums). While behealitests have diagnosed these animals
as trichromatic and electrophysiological studiesnasochromatic, recently molecular genetic
studies have found only two classes of cone opsitwd major genera of the order. This
study examined the color discrimination abiliti¢opossumsidelphis albiventriy through
a series of tasks involving a behavioral paradigndiscrimination learning. The animals
were tested in a Y-shaped maze, consisting of rA gi@mber and a decision area with a
double choice panel. Stimuli consisting of pairsMiinsell color cards were presented in
random brightness values to assure that discrimimatwere based on color rather than
brightness cues. One male succeeded on discrimintte stimul pairs considered easy for a
dichromatic individual, but failed in the attemput discriminate those expected to be easy
only for a trichromatic. These results suggest Ehdelphis albiventrigs dichromatic.

Key words: colour vision, marsupial, behavior, opossum

INTRODUCAO

Ao fazermos uma revisao na literatura existent@esebtudos feitos com o gamba do
cerrado(Didelphis albiventris)no que concerne a forma de detectar a luz viséflgtida e
como transformé-la em imagens crométicas do seo ambiente externo, verifica-se uma



escassez de trabalhos que possam esclarecer Gaiefea. Mesmo para o gamba da Mata
Atlantica Oidelphis marsupialis auritag para o opossunbidelphis virginiana),0s poucos
dados publicados apresentam algumas contradic@sntpedem uma clara compreensao
sobre a visdo cromatica destes animais.

Assim, ha informagfes contraditorias sobre visdocdees em marsupiais, onde
estudos genéticos afirmam a dicrom§oiestudos de microespectrofotometria, tricroriacia
No caso dos estudos com base comportamental, témamwonflitos na dimensionalidade da
visdo de cores encontrada, embora todos estastigag®es tenham utilizado estimulos
luminosos (luz emitida e nao refletida)

Apesar da genética molecular e da eletroretincg@fpiciarem uma maior precisao
na identificacdo dos diferentes tipos de conesemtiss nas retinas dos primatas estudados,
estes métodos ndo respondem a todas as perfbuldasbs (1993) afirma que estudos que
investiguem a percepcdo de cores precisam contar wna avaliacdo comportamental
adequada, com rigoroso controle de brilho. A albgeda comportamental, quando bem
conduzida, pode apresentar grande relevancia, emgue a percepcao de cores no ambiente
natural reflete um processo mais complexo do quatiéidade de conése envolve
processamentos ativos conduzidos pelo sistema sem® forma gerdl A importancia da
abordagem comportamental também se revela nosiergreos de Jacobs e colaboradores
(1999) onde camundongos transgénicos diagnosticamose tricromatas através da genética
molecular e eletroretinografia, comportam-se commdatas quando submetidos a testes de
discriminacéo visual.

Reconhecendo que a compreensédo do fenbmeno dacvis@ética depende somente
de evidéncias diretas obteniveis através de estugmaportamentais corretamente
conduzido§ o presente projeto pretende contribuir para cheoimento dos mecanismos
perceptuais da visdo cromatica deste importanigogile mamiferos primitivos, que foram os
protagonistas de um passo decisivo na génese ds repécies mamiferas.

METODOLOGIA
Sujeitos

O gambdDidelphis albiventrisespécie endémica no Cerrado da regidao Centro-Oeste
brasileira, foi utilizado nestes experimentos.

Assim, 1 filhote macho foi capturado com a deviddéoazacdo do IBAMA. Foi
mantido em gaiola individual (com 90 cm de largi#@,cm de profundidade e 50 cm de
altura, feitas de madeira e com porta com graddede) localizada no Laboratério de
Neurociéncias e do Comportamento da UniversidadBrdsilia. A gaiolas era forrada com



folhas de jornais e cobertas com feno, possuiaexmrgerior um tronco de arvore para o

animal escalar. A dieta consistiu no fornecimentria de racdo peletizada para cdes em
crescimento, frutas ou ovos cozidos e agddibitum.A pesquisa foi aprovada pelo Comité

de Etica.

Aparato

Neste estudo foi utilizado um aparato de dupla lkacpara discriminacdo visual,
construido em madeira compensada e revestida emicdde cor cinza neutro. Este aparato
consiste numa camara de partida que, pela remaz@md particio opaca e movel, permite
ao animal acesso a camara de dupla-escolha, enextuganidade oposta encontram-se duas
pecas basculantes (janelas) de acrilico. Cada wmajathelas foi construida de forma a
permitir a colocagdo e retirada dos envelopes odoteas folhas de Munsell. As janelas
permitem a visualizacdo dos papéis por parte dateugue deve empurra-las de forma a ter
acesso ao reforco. A janela contendo o estimulativegpermanece fechada.

A iluminacdo foi fornecida por lampada fluorescemedelo D-65 de 20 watts,
suspensa por cima do aparato, a aproximadament®dma.produzir um iluminante que se
assemelhasse as condicbes do meio ambiente naturpkriodo de maior atividade do
animal,camadas de papeis vegetais foram interpostas &htrz e o suporte dos bulbos. A
mensuracao foi realizada dentro do aparato, pduimetro e resultou em 119 |ux.

Estimulos

Como estimulos foram utilizados papéis de Munsmrtfes de 12,5 por 7,5). O
sistema de Munsefi® possui uma notacdo onde a cor é especificadaspelanatiz (um
namero e a letra inicial da cor correspondente)iveis de brilho sobre saturacdo (por
exemplo, 2.5YR 4/14 é a notacdo correspondente dyettow-red” ou laranja 2.5, com
brilho 4 e saturacdo 14). Os papéis de Munselldiéim utilizados em varios experimentos de
discriminagdo de cores em criancas e em primatasméanos, representando um método
confiavel e muito indicado em estudos comportanigHhta> Foram utilizados como base
para este estudo pares de papéis de Munsell sedoi® em testes previamente realizados
com humanos. Nestes testes, seis individuos ded®nidois protans e quatro deutans)
estabeleceram uma seqiiéncia de papéis de Munselpara eles, eram muito semelhantes.
Este procedimento permitiu a escolha de dez paresstimulos que estavam em pontos de
dificil discriminacéo para daltonicos.

Assim, o SD+ foi fixado e pareado com diferentesizea, permanecendo a variagao
aleatdria de brilho, formando pares de facil ouddeil discriminacdo. Foram montados



entdo trés blocos de testes, correspondentes eEsgracontrados nos testes com 0os humanos
9

Cada papel foi mantido permanentemente dentro de eanwelope de acrilico
transparente (3 mm de espessura) como forma deg@rtiis da manipulacao direta por parte
dos animais, evitando assim que fossem danificados.

PROCEDIMENTOS
Adaptacéao
A adaptacdo foi necesséria para que a presencanhun@ causasse estresse ao animal
prejudicando o seu desempenho nos testes compottEmeNesta faseada filhote teve o
manuseio deno minimg dez minutos diarios. O periodo de adaptacdo abrvaag primeiros
6 meses de vida dos animais. No final destas sesidomesticagdo, 0s animais recebiam
sua racao alimentar
Modelagem 1

Foram realizadas sessdes diarias com objetivo timudgr o animal a explorar o
aparato. Apos a abertura da porta de particao fotdiradas iscas (pedacos de frutas e racao
para cachorro) a distancias cada vez mais proximasinel de discriminacdo. Na progressao
desta modelagem, os animais foram treinados a aleatoriamente, as janelas de ambos os
lados (direita/esquerda), evitando-se com istarmdgado de comportamentos de preferéncia.
Ambas as janelas possuiam o reforco. Em cada jémietmlocado um papel de cor laranja
(10 YR), de brilho variado, para que ja associasdaranja ao estimulo positivo. Esta
condicaofoi melhor trabalhada na modelagem 2. O critéricapesta tarefa ser considerada
como finalizada com sucesso foi um tempo de laéém@ximo de dez segundos, contados a
partir da saida do animal até a abertura da jamsigendo a recompensa.

Modelagem 2

Depois de se retirar 0 animal de sua gaiola, erst€olocado na camara de partida do
aparato. Eram realizadas sessGes de aproximadameraehora. Dois estimulos eram
pareados, o estimulo positivo foi o papel laradjaYR), o estimulo negativo, a cartolina
preta. Nesta fase ndo houve variacdo do brilho sfimelo negativo. Era colocada uma
porcdo de 1g de ovo cozido atras de cada janétainehdo a escolha pela pista olfativa.
Apoés a abertura da camara de partidlaanimal deveria dirigir-se a outra extremidade do
aparato e tocar o focinho onde esta inserido @edaranja, abrindo a janela e recebendo a
recompensa. A janela com o estimulo negativo ergidaafechada. Caso o gamba escolhesse



a janela com estimulo negativo, ele era recondugata a camara de partida e, apdés dez
segundos, dava-se inicio a uma nova tentativam Eealizadas em média trinta tentativas.
Cada vez que o gamba escolhia a janela com o éstpositivo era considerado acerto e a
escolha da outra janela, erro. Para 0 animal paesta fase de modelagefai necessario
alcancar o numero de acertos acima da aleatoriedadecinco sessfes consecutivas,
considerando-se o numero total de 30 tentativasaeta sesséo.

Testes comportamentais

O animal ja modelado fez escolhas entre as duatag@aoom o estimulo positivo ou
negativo. A apresentacdo dos estimulos entre agdpsdireita e esquerda seguiu a tabela de
Gellerman® para nimeros aleatérios, para evitar que os #intdizassem o lado de
apresentacdo dos estimulos como uma pista naag@zlos testes. Percentuais de acertos
em cada sessdo foram calculados. O teste binoaiiatifizado para construir os limites de
confianca de 95% sobre o desempenho aleatéricadb@s® nimero de tentativas do tEste
O teste para cada par foi realizado em duas sessdes32 tentativas cada totalizando 64
tentativas. O limite superior de aleatoriedade daliculado em 62,25% e o inferior em
37,75%.

N&o houve repeticdo do mesmo par no caso de efomks 0S pares seguiram 0
mesmo protocolo. Apos cada tentativa os acrilidiizados que continham os estimulos
eram limpos com o0 mesmo pano umido para homogenaszadores deixados pelo animal
apos o contato com o envelope. Foram utilizadcsrdspde discriminacao.
1° par facil

SD+ 10YR com brilho variado (5/10, 6/10, 7/10 &/

SD- 7.5B com brilho variado (5/4, 6/4, 7/4 e 8/4).

Par dificil
SD+ 10YR com brilho variado (5/10, 6/10, 7/10 e(§/1
SD- 5GY com brilho variado (5/10, 6/10, 7/10 &/

2° Par facil
SD+ 10YR com brilho variado (5/10, 6/10, 7/10 e(§/1
SD- 7.5B com brilho variado (4/6, 5/6, 6/6 e 7/6).

Par impossivel
SD+ 10YR 5/10



SD- 10YR 5/10
Neste ultimo caso houve marcacédo atras de um do&sppara a identificacdo do

estimulo positivo.
RESULTADOS

O gamba Sam ficou adaptado a presenca humanaproxirmadamente seis meses
de vida. O contato com o sujeito foi realizado dtea periodo de maior atividade do animal:
apos as 17h.

Durante a modelagem 1, o sujeito explorou o apatatibrma dindmica e intensa e
facilmente respondeu a procura de alimento.

Durante a modelagem 2, o sujeito conseguiu maeteregna da aleatoriedade em
cinco sessdes consecutivas. Realizou 81 sessdesimanmeédia de 31,4 tentativas cada.
Ficou com o desempenho estavel acima da aleatdaeadparti da 702 sessao.

Apos esta fase foi considerado apto a realizagsies comportamentais.

O macho manteve o nimero de acertos acima daoadektde nos pares de facil
discriminacdo para dicromatas (10YR X 5B e 10 YR.EB), porém, seu rendimento caiu
para niveis aleatdrios no par de dificil discring@a (10YR X 7.5GY) e no impossivel (10YR
5/10 X 10YR 5/10)t@bela 1, gréfico ).

DISCUSSAO

A afirmacdo que o marsupilidelphis albiventrisé dicromata foi comprovada pelo
desempenho do um sujeito (Sam) desta espécie que desempenho nos testes
comportamentais acima da aleatoriedade nos parigitléiscriminacdo para um dicromata
e na faixa da aleatoriedade nos pares dificil @gsjvel.

De acordo com os estudos eletroretinograficos deohs, ndo publicados
integralmente, mas relatados em sua refjs@mDidelphis virginianafoi detectado apenas
um tipo de cone com pico espectral de 560nm. Essasich € bastante sensivel, mas a
auséncia de evidéncia de uma segunda classe derimdeve ser vista com cuidddo

Contudo, pela prépria natureza metodoldgica, napaske comparar os resultados
encontrados neste trabalho com os obtidos por m&toddo-comportamentais:
microespectrofotometria, genética molecular e @letmografia. Essas pesquisas auxiliam na
obtencdo de dados referentes a presenca de detdowifiotopigmentos, mas com essas
informacdes ndo se pode afirmar com certeza odigpaisdo de cores dos sujeitos analisados



tendo em vista que o processamento visual envaitra®regides fora da retina. A percepcao
de cores no ambiente natural envolve processamatitos conduzidos pelo sistema nervoso
de forma gerdl Testes comportamentais, portanto, sdo decisiaos ge afirmar se uma
espécie se comporta como dicromata ou tricrohiata

A conclusao desta pesquisa esta de acordo comliggulzbpor Hemmi (1999), que
realizou testes comportamentais com a espkleropus eugeniiHemmi® pareou dois
estimulos luminosos monocrométicos com variacaontinsidade e treinou os sujeitos a
escolherem o de maior comprimento de ondas. Aptas fase, 0s sujeitos ja modelados,
responderam a novos estimulos monocromaticos dobbque eram intercalados por um par
no qual se substituia uma das luzes coloridaslpelaranca. Para um dicromata, a luz branca
tem aparéncia subjetiva de uma luz monocromaticamieomprimento de onda particdfar
Sabendo-se disso, foi possivel determinar o poetdrm, encontrado exclusivamente em
dicromatas, ponto no qual o sujeito posiciona éhanca no eixo dos comprimentos de onda.

Por outro lado, o resultado do nosso trabalho deveto realizado por Friedman
(1967) com o gambBidelphis virginiana.Friedman concluiu que essa espécie, do mesmo
género utilizado no presente estudo, era tricroniztsa divergéncia pode ser atribuida a uma
diferenca interespecifica. Porém, fatores metododdgpodem ter contribuido para um
resultado equivocado. Friedman avaliou o desempeohgambéa na tarefa discriminatoria
entre as luzes azul, vermelha, amarela e verde tujihos foram equalizados com o brilho
do azul segundo os parametros do olho humano. Né@eeho controle baseado na visdo do
sujeito experimental. A partir disso, ndo se podegtir que o animal ndo tenha percebido
diferenca de intensidade entre uma luz e outras@pao pesquisador ter eliminado as pistas
olfativas, posicionando reforco em ambos os ladesokndo os filtros de luz do contato
direto com o gamba, o sujeito pode ter se guiadoppmdas de brilho. Além disso, néo foi
realizado nenhum teste impossivel para corrobongyz@ese proposta.

Nosso resultado também difere do realizado com up&is Sminthopsis
crassicaudatano qual o animal ja modelado deveria escolheeentuz colorida (do treino)
e uma mistura aditiva de luzes coloridas (comprioede onda primarios) com intensidades
variada$®. Arrese e colaboradoréencontraram evidéncias de trés tipos de conedpsen
com pico de absorcdo na faixa UV. Os pesquisadudiesrelataram se houve controle de
pistas olfativas, mas realizaram teste impossivajual 0 acerto dos sujeitos caiu para 50%
nessa tarefa.

Essa diferenca entre nossos resultados, dicron@atisnespéci®idelphis albiventris,
e os apresentados para a esp&cignthopsis crassicaudatapode ser atribuida ao fato de



fazerem parte de ordens distintas, Didelphimorphidasyuromorphia respectivamente,
apresentando caracteristicas particulares em cetapércepcéo de cores.
CONCLUSOES

Os resultados encontrados nos testes comportasied&ai discriminacdo visual

sugerem que a espé@alelphis albiventrisse comporta como dicromata.

E possivel utilizar papéis de Munsell para diagnasto tipo de visdo de cores em
marsupiais da espédidelphis albiventris.

Estudos comportamentais subseqientes com um mamera de individuos irdo
determinar se a dicromacia é o sistema geral d@wie cores dos marsupidddelphis
abiventris.
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ANEXO 1

Macho SAM

SD+10 YR
100 +

s &8 8

5B 10YR

8 & 38 8

% Respostas corretas
=

=1

Gréfico 1. Gréfico representativo do desempenho do machor®artestes comportamentais.
As linhas tracejadas representam os limites inferiguperior de aleatoriedade.
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ANEXO 2

TABELA 1

DESEMPENHO DO SUJEITO (Didelphisalbiventrisy EM TESTE DE

DISCRIMINACAO VISUAL

TAREFA N° de acertos Percentual de acertos
10 YR Vs. 7.5B (par facil) 46 71,87%

10YR Vs. GY (par dificil) 31 48,43%

10YR Vs. 5B (par facil) 51 79,68%

10YR Vs. 10YR (par impossivel) 33 51,56%
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