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Resumo

O canto é uma forma de comunicacdo com alta importancia nas aves, sendo
regularmente utilizado na competicao entre individuos e escolha de parceiros. E sabido
que em muitas espécies a can¢do produzida depende de um processo de aprendizagem
vocal. Esta aprendizagem é influenciada pela apresentacdo de diferentes estimulos
durante periodos sensiveis de aquisi¢do sensorial, resultando em diferentes canc¢des
produzidas pela ave. Ndo obstante, as aves preferem aprender cangdes pertencentes a
propria espécie, e a sua capacidade e escolha na aprendizagem é condicionada pela sua
base genética. Adicionalmente, experiéncias de hibridacdo mostraram que diferencgas
nas caracteristicas do canto possuem uma componente genética. Este trabalho procura
melhorar o conhecimento sobre os mecanismos genéticos responsaveis pelas diferencas
no canto das aves, através da fenotipagem de aves resultantes de cruzamentos. Para tal,
foram cruzados candrios pertencentes a uma variedade que sofreu selecgdo artificial ao
longo do tempo pelo canto, com candrios que ndo sofreram essa seleccdo. A variedade
que sofreu selecgdo pelo canto, o Waterslager-Malinois, apresenta cangées com uma
alta taxa de repeticdo e uma gama de frequéncias mais baixa que as restantes variedades
de canarios, e possui uma deficiéncia congénita auditiva afetando frequéncias acima dos
2kHz. Simultaneamente, outras partes do seu canto sio semelhantes as outras
variedades. Os hibridos resultantes desse cruzamento foram tutoreados com cangdes de
ambas as variedades em partes equitativas. Verificou-se que cada hibrido demonstrou a
capacidade de aprender silabas de ambos os tipos de tutores. No entanto, houve
variagdo entre individuos, que estara associada as diferentes combinag¢bes da
componente genética herdada das duas variedades alvo dos cruzamentos.
Adicionalmente, hibridos com constituintes genéticos exclusivos a cada variedade,
permitirdo avaliar a importancia de cada componente genético dos progenitores nas
caracteristicas do seu reportorio em estudos genéticos.






Abstract

Singing is a form of communication with high importance in birds, being regularly used
in competition between individuals and choice of partners. It is known that in many
species the song produced depends on a process of vocal learning. This learning is
influenced by the presentation of different stimuli during sensitive periods of sensory
acquisition, resulting in different songs produced by the bird. Nevertheless, birds prefer
to learn songs belonging to their own species, and their ability and choice in learning is
conditioned by their genetic basis. In addition, hybridization experiments have shown
that differences in singing characteristics have a genetic component. This work seeks to
improve knowledge about the genetic mechanisms responsible for the differences in
birdsong, through the phenotyping of birds resulting from crossings. To this end,
canaries belonging to a variety that underwent artificial selection over time through
singing, were crossed with canaries that did not undergo that selection. The variety that
was selected for singing, Waterslager-Malinois, presents songs with a high repetition
rate and a lower frequency range than the other varieties of canaries, and has a
congenital hearing impairment affecting frequencies above 2kHz. At the same time,
other parts of its singing are similar to other varieties. The hybrids resulting from this
crossing were tutored with songs of both varieties in equal parts. It was found that each
hybrid demonstrated the ability to learn syllables from both types of tutors. However,
there was variation between individuals, which will be associated with different
combinations of the genetic component inherited from the two target varieties of the
crosses. Additionally, hybrids with exclusive genetic constituents for each variety, will
allow to assess the importance of each genetic component of the parents in the
characteristics of their repertoire in genetic studies.
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Capitulo 1 - Introducao

1.1 Comunicac¢ao animal

Comunicagdo é a transmissio de informagdo sob a forma de sinais (Bradbury &
Vehrencamp 1988), na qual existe um emissor e um receptor cujos comportamentos se
podem alterar como resultado do sinal. Os sinais sdo tracos fisioldgicos, morfologicos
ou comportamentais que provém beneficios na emissdo, sendo entio passados a
descendentes por selecdo natural (Searcy & Nowicki 2005). Em casos em que o sinal ndo
beneficia o emissor, é designado como pista (Bradbury & Vehrencamp 1988; Catchpole
& Slater 2008).

A comunicacdo é essencial para a existéncia das diversas intera¢bes sociais e
comportamentos associados, como a competicdo por recursos, defesa territorial, a
protecdo contra predadores, a escolha de parceiros, os rituais de acasalamento, o
reconhecimento individual e formac¢do de hierarquias (Todt & Naguib 2000; Catchpole
& Slater 2008).

As origens da comunicagdo e suas particularidades tém sido alvo de debate ao longo do
tempo. Durante décadas teorizou-se que a evolucdo da comunicagdo era resultado da
cooperac¢do entre individuos, devido aos beneficios que os intervenientes obtinham
(Smith 1977). Atualmente a comunica¢do é vista ndo s6 como um resultado de
cooperacdo, mas também de conflito (Catchpole & Slater 2008). Em casos em que os
interesses do emissor e receptor apresentam conflito, era também aceite que apenas
sinais honestos conseguiriam evoluir, apesar das motiva¢des para iludir, devido aos
custos associados a sua produgdo (Zahavi 1975). Individuos portadores de sinais com
alto custo indicam as suas qualidades ao mostrarem que podem acarretar os custos de
producdo. Uma analogia de facil visualiza¢do é o consumo conspicuo nas pessoas, que
compram artigos de luxo para mostrar estatuto social (Veblen 1899). Porém, sinais
honestos ndo tém necessariamente de ser dispendiosos. Demonstrar que um sinal tem
altos custos € insuficiente e nem sempre necessario para provar, e explicar o porqué, de

ser um sinal honesto (Grose 2011).

Os sinais podem ser categorizados em visuais, acusticos, quimicos e tacteis
apresentando vantagens e desvantagens entre si (Tabela 1). No caso das aves, os sinais
visuais e acusticos sdo os mais utilizados tendo alta importancia tanto em interagoes

intersexuais como intrasexuais. Os sinais visuais, embora um dos maiores fatores de



atra¢do nos machos (como a plumagem colorida e dangas de acasalamento), possuem
as suas desvantagens em ambientes de baixa visibilidade como florestas densas ou
durante a noite. Por outro lado, sinais acusticos (como o canto) apresentam vdarias
vantagens face a estes desafios. Transmitem-se independentemente das condi¢Ges de
luminosidade, contornam obstaculos, atingem longas distdncias, sio omnidirecionais,
carregam uma grande quantidade de informagdo de forma rdpida, e apresentam baixo
custo energético (Catchpole & Slater 2008).

Tabela 1. Comparac¢do das diferentes vias de comunicacdo. Adaptado de Catchpole 2008.

Acoustic Visual Chemical Tactile
Nocturnal use Good Poor Good Good
Around objects Good Poor Good Poor
Range Long Medium Long Short
Rate of change Fast Fast Slow Fast
Locatability Medium Good Poor Good
Energetic cost Low Low Low Low

1.2 Comunicacdo Acustica nas Aves

Nas aves as vocalizagdes podem-se categorizar em cangdes e chamamentos. Os
chamamentos sdo curtos, simples e produzidos por ambos os sexos. Sao usados em
situagbes especificas, como de alarme face a ameacas, ou para manter contacto com
outras aves durante a alimenta¢do e o voo (Catchpole 1982; Catchpole & Slater 2008).
As cangdes sdo mais longas, complexas, e produzidas maioritariamente por machos
durante a época reprodutiva. Ha exce¢des em aves de regides tropicais e algumas zonas
aridas na Australia e Africa, nas quais o canto ocorre durante todo o ano, e as fémeas
participam em duetos (Sethi 2012). Tais exce¢des sdo atribuidas a irregularidade
climatica e pouca diferenca sazonal nestas regides, levando as aves a acasalarem sempre
que as condi¢des sdo favoraveis (Slater & Mann 2004). As canc¢des sdo utilizadas na
competicdo entre machos, para atrair e estimular fémeas, e na competicdo territorial
entre fémeas (Langmore 1998; Leboucher 1998; Catchpole & Slater 2008; Kroodsma &
Byers 1991), portanto, tém caracteristicas que permitem tanto rivais como potenciais

parceiros obter varias informagGes essenciais acerca do emissor, tais como: espécie,
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populacdo a que pertence, identidade individual, motivacdo, capacidade em confronto
fisico, potencial reprodutivo (Mennil & Ratcliffe 2004; Catchpole & Slater 2008).

As cangdes foram classificadas como inatas ou aprendidas dependendo da espécie.
Cangdes inatas sdo tipicas em aves da subordem Tyranni (suboscinos) e ndo
passeriformes. Sdo can¢des de estrutura simples e estereotipadas (Slater 1997). Embora
aves com cang¢des inatas aparentem mostrar algum nivel de aprendizagem, a canc¢éo é
tdo simples e semelhante entre a populacdo que ndo se considera que tenha ocorrido
aprendizagem. Por outro lado, aves da subordem Passeri (oscinos) aprendem as cang¢des
a partir de tutores. Sdo também conhecidos como aves canoras ou "songbirds". Estas
cangdes sdo mais complexas e apresentam varia¢do individual e regional (Catchpole &
Slater 2008).

A diversidade de cangbes existente é imensa. A duracdo pode variar de alguns
milissegundos a varios minutos, e o tamanho do reportorio varia de apenas uma cancao,
0 que ocorre num terco de todas as aves canoras (MacDougall-Shackleton 1997), a
milhares de canc¢des devido ao diverso numero de silabas que utilizam em diferentes
combinag¢des, como no caso do “brown thrasher” (Toxostoma rufum) (Boughey &
Thompson 1981; Marler & Slabbekorn 2004). Esta variagdo no tamanho do reportdrio
pode ser explicada em parte por duas hipoteses: a “hipdtese do reportorio” teoriza que
reportorios grandes sdo resultado da selecgdo sexual direcional, as fémeas favorecem o
extremo de um trago sexual hereditdrio, e de facto em algumas espécies machos com
reportorios maiores tém um sucesso reprodutivo maior em compara¢ao com machos de
reportorios menores (Beecher & Brenowitz 2005; Catchpole & Slater 2008); a “hipdtese
de partilha de cangbes” sugere que a competi¢do entre machos seleciona cang¢des
simples e homogéneas (Beecher & Brenowitz 2005). Individuos com uma maior
similaridade no reportério apresentam uma menor agressividade entre si, o que se
traduz em menos conflitos e consequentes custos energéticos, tendo alguns casos
associado uma maior partilha de reportorio a um maior sucesso reprodutivo e aquisicao
de territéorio (Payne & Payne 1997; Beecher et al. 2000). Quando o objetivo da
aprendizagem ¢é adquirir um reportoério partilhado por certos individuos-chave, como
vizinhos territoriais, é geralmente verdade que esse objetivo pode ser alcancado com
um reportdrio relativamente pequeno, pois aves que aprendam todas as cang¢des
individuais vao ter um menor indice de partilha.

As cangdes sdo formadas por secgdes designadas de frases, estas consistem em padrées
de silabas (Figura 1). As silabas podem ser simples ou complexas, dividindo-se em
componentes de menor durag¢do, os elementos (Catchpole & Slater 2008). A distin¢do
entre os varios niveis de organizagdo é feita pelos intervalos de tempo, sendo o que



separa cangdes o maior e o que separa elementos o menor (Mota & Cardoso 2001).
Geralmente os intervalos apresentam uma distribuicdo bimodal, sendo inferiores a 10ms
ou superiores a 2oms. Suthers (1997) mostrou que os candrios realizam pequenas
inspiragdes durante o canto, mas so6 sdo capazes de as fazer nos intervalos superiores a

20ms. Por esse motivo, os elementos sdo separados por intervalos ndo superiores a 1oms.
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Figura 1. Sonograma de um tentilhdo ilustrando a divisdo das can¢des nos seus componentes,
frases, silabas e elementos. (de Slater & Ince 1979, em Catchpole & Slater 2008).

1.3 Anatomia do Canto

A capacidade de produzir canto envolve uma rede neuroldgica complexa em conjungdo
com um sistema motor, exigindo perfeita coordenagdo entre mecanismos respiratorios,
vocais e craniomandibulares (Goller et al 1999). E, portanto, um bom indicador de
fitness no individuo, revelando capacidade fisica, presenca de stress durante o
desenvolvimento, potencial genético e a qualidade do seu processo de aprendizagem
(Nowicki et al 1998).

A rede neuroldgica envolvida no canto é formada por 2 vias (Figura 2): a via posterior
responsavel pela producdo do canto, é constituida por 4 areas distintas, HVC, RA, Nif e
nXllts; a via anterior responsavel pela aprendizagem do canto, composta por 3 areas, X,
LMAN e DLM (Brainard & Doupe 2002). Neste sistema estdo associados neuronios
dopaminérgicos envolvidos em ambos os processos (Saravanan 2019). A informac¢do



auditiva é transmitida a partir do "field L”, a drea principal de recepgdo sonora, analogo
ao cortex auditivo primdrio nos mamiferos.

nXllts Z
A@%opamine

neurons

Syrinx” Respiratory
muscles

Figura 2. Representac¢do da rede neuroldgica envolvida na aprendizagem e produc¢do de can¢des
nas aves canoras. A preto a via posterior, a vermelho a via anterior, a roxo os neurdnios
dopaminérgicos e a verde o field L. (Brainard & Doupe 2002).

Em 1976 Nottenbom e Arnold verificaram que canarios (Serinus canaria) machos
possuiam ntdcleos HVC e RA com o triplo do tamanho das fémeas. Garamszegi & Eens
(2004) mostraram haver também uma rela¢do entre a quantidade e dura¢do de cangdes
produzidas pelas aves com o tamanho dos seus nicleos HVC e RA. Quanto maior o
volume dos nucleos, maior o tamanho do reportério e maior a duragdo das canc¢des
(DeVoogd et al 1993; Pfaff et al 2007; Moore et al 2011). No entanto, Leitner (2004) ao
investigar o efeito da idade na morfologia do HVC e RA de candrios (Serinus canaria),
ndo obteve diferencas no volume dos nucleos entre aves de 1 e 2 anos, nem encontrou
uma correlacdo significativa entre o tamanho do reportoério e o volume dos nucleos, mas
sim entre o volume do HVC e a proporcao de silabas sexy em individuos mais velhos.
Isto sugere que individuos open-ended learner com 2 anos melhoram o seu canto nio
por aumentar o reportorio ou volume dos nucleos, mas ao modificar o controlo das

silabas.



A producdo de cang¢des é também dependente de caracteristicas fisicas das aves.
Parametros como a amplitude, frequéncia, taxa de repeticdo e complexidade de silabas
sdo limitados pelas constri¢cdes fisicas do individuo (Podos, Huber et al. 2004). O
tamanho corporal limita o tamanho da caixa de ressondncia, que por sua vez vai
restringir a produ¢do de certos sons (Ryan & Brenowitz 1985), e apresenta uma
correlacdo negativa com a frequéncia das cang¢des reproduzidas. Embora o tamanho
corporal esteja também relacionado positivamente com a amplitude das cangées, a
sintaxe e fonologia silabica tém um maior poder explicativo nas variagdes de amplitude,
indicando que o design acustico das canc¢des tem um grande impacto na amplitude
(Cardoso 2008). Por outro lado, verificou-se que o comprimento do bico tem uma
correlacdo negativa com a taxa e frequéncia sildbica, e positiva com a duragdo dos
intervalos intersildbicos (Garcia 2018; Podos 2001).

Experiéncias com "swamp sparrow” (Melospiza georgiana) demonstraram que ao
tentarem reproduzir can¢ées com uma taxa de repeti¢do acima da habitual, ocorriam
falhas na sintaxe e taxa sildbica das can¢ées (Podos 1996). Em 1997 Podos também
demonstrou uma relacdo negativa entre a taxa de repeticdo e banda de frequéncia.
Analisou 34 espécies da familia Emberizidae e verificou que a banda de frequéncia ia
diminuindo com o aumento da taxa silabica. Isso evidenciou a existéncia de um
constrangimento vocal que ocorre na produ¢do de cangdes e a existéncia de um trade-
off entre os dois parametros. Esse resultado sugeriu que ha um limite de performance,
e que can¢des que se aproximam desse limite sdo favorecidas pela sele¢do natural (Vallet
et al 1998). Tal é suportado pelo facto de fémeas de canario comum apresentarem mais
exibi¢des de solicitagdo de copulacdo quando expostas a silabas com largas bandas de
frequéncia reproduzidas a taxas de repeti¢do artificialmente aumentadas (Draganoiu
2002). Esta limitagdo motora foi representada no conhecido tridangulo de Podos, que
retrata a relagdo entre estes parametros (Figura 3).
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Figura 3. Representacdo do tridngulo de Podos. Banda de frequéncia vs taxa de repeti¢do, com
uma linha de regressdo do limite superior. (Ballentine et al. 2004).

O orgao responsavel pela producdo sonora nas aves canoras € a siringe, o homoélogo da
laringe nos humanos (Marler e Slabbekorn 2004). E uma estrutura situada no fundo da
traqueia, rodeada por um saco de ar que ressoa as ondas sonoras produzidas pelas
membranas presentes nas paredes da siringe (Figura 4). E constituida por 5 pares de
musculos localizados na jun¢do bronquial, o que possibilita a capacidade de reproduzir
dois sons simultaneamente, um de cada bronquio, permitindo a grande complexidade
sildbica presente nas aves canoras (Catchpole & Slater 2008). Silabas com caracteristicas
diferentes tém requerimentos fisicos distintos. Altas frequéncias requerem uma grande
abertura do bico e maior contragdao dos musculos da siringe (Catchpole & Slater 2008;
Gil & Gahr 2002), enquanto baixas frequéncias requerem o oposto. Em termos de
volume, amplitudes maiores exigem contra¢bes abdominais mais intensas. Os trilos,
caracterizados por silabas repetidas a altas velocidades, necessitam de miudltiplas
inspiragdes curtas, o que dificulta a produgdo de cang¢des longas sem interrupg¢des
(Suthers & Goller 1997).

Para ocorrer comunicagdo eficiente, a capacidade de detectar e discriminar sons é
igualmente importante. Este processo comeca no ouvido externo, cuja membrana
timpanica vibra com as alteracdes de pressdo. Essas vibragGes sdo seguidamente
transmitidas pela columela ao ouvido interno, que envia os sinais aos neurdnios
auditdrios, sendo o “field L” a area principal da recep¢do sonora (Catchpole & Slater
2008). A diferente abordagem no canto entre os oscinos e suboscinos é, portanto,
explicada em parte ndo sé pela estrutura cerebral diferenciada, como também pelo



controlo motor fino dos oscinos, que possuem um maior numero e complexidade de
musculos na siringe.

Oscines Suboscines

Dorsal tracheobronchial m.

Superficial ventral
tracheobronchial m.

Ventral syringeal m.

Sternotracheal m.

Figura 4. Diferengas na musculatura da siringe entre oscinos e suboscinos. (adaptado de
Mientka 2018).

1.4 Aprendizagem Vocal nas Aves

O canto das aves como forma de comunicac¢do tem recebido um crescente interesse na
comunidade cientifica. E tipicamente estudado na 4rea de comportamento animal, e,
recentemente, com o intuito de melhorar a compreensdo da interagdo entre os efeitos
genéticos e os efeitos do processo de aprendizagem no desenvolvimento do canto
(Podos, Huber et al. 2004). Também apresenta propriedades que permitem fazer
analogias com a aprendizagem nos humanos (Jarvis 2004). Ocorrem comportamentos
convergentes entre os dois incluindo aprendizagem vocal complexa, periodos criticos
para ocorrer essa aprendizagem, dependéncia em feedback auditivo para desenvolver e
manter as vocaliza¢des aprendidas e algumas caracteristicas rudimentares para sintaxe

e fonologia (Berwick et al. 201; Wohlgemuth 2010; Brainard & Doupe 2002).



As aves canoras aprendem a cantar num periodo sensivel durante o desenvolvimento,
cuja periodicidade depende da experiéncia, niveis hormonais e espécie em questdo. E
composto por duas fases ambas dependentes da experiéncia auditiva (Figura 5). Numa
primeira fase ocorre aquisi¢do sensorial, a ave ouve e memoriza can¢des de tutores
formando um modelo auditivo. A segunda fase envolve aprendizagem sensori-motora,
a ave compara as suas cang¢des com o modelo através de um mecanismo de feedback
auditivo, permitindo corre¢des da performance. A cristaliza¢do da cangdo, na qual a
cangdo se torna estereotipada e menos dependente do feedback auditivo, sinaliza o final
desta fase (Catchpole 2008; Brainard & Douper 2002). Este processo de aprendizagem
difere entre espécies: algumas retém as cancdes cristalizadas durante toda a vida de
adulto, categorizadas de “close-ended learners”; outras tém a capacidade modificar as
cangdes em periodos de maior plasticidade durante toda a vida, chamadas de “open-
ended learners”. Para além disso a periodicidade das fases também apresenta diferengas.
Em close-ended learners de reproducdo sazonal, estas fases estio separadas por um
periodo de 6-10 meses. Por contraste, o mandarim (Taeniopygia guttata) apresenta uma
sobreposigdo das duas fases e cristaliza a can¢do em apenas 3 meses.

Sensitive period ends  Subsong  Plastic song
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Figura 5. Cronograma do processo de aprendizagem. a) close-ended learner sem sobreposi¢do
de fases. b) close-ended learner com sobreposicdo de fases. ¢) open-ended learner (Brainard
2002).

A fase de aquisigdo sensorial nas aves canoras evidencia a importdancia que a experiéncia
auditiva e social tem na aprendizagem vocal. Baptista e Petrinovich (1984), realizaram
experiéncias nas quais colocaram juvenis de pardais norte-americanos (Zonotrichia
leucophrys nuttalli) em ninhos com 3 tipos de tutores: da mesma subespécie, de uma



subespécie diferente, e de outra espécie (Amandava amandava). Verificou-se que todos
os juvenis desenvolveram cangdes que se assemelhavam as dos novos tutores, incluindo
os criados por uma espécie diferente, mesmo com a presenca de can¢Ges coespecificas
no ambiente acustico. Tal demonstra a plasticidade que as aves canoras possuem
durante o processo de aprendizagem. Ndo obstante, os juvenis apresentam preferéncia
para aprender cang¢des coespecificas dada a oportunidade, como se comprovou em
experiéncias nas quais eram expostos a uma mistura de cangdes coespecificas e
heteroespecificas (Marler 1990). Por outro lado, se os juvenis forem criados sem tutor,
reproduzem uma cang¢do rudimentar sem as caracteristicas tipicas da sua espécie
(Thorpe 1958; Marler 1970). Nos casos de isolamento o periodo de aquisi¢do sensorial
pode ser expandido por 1a 2 meses, possibilitando uma aprendizagem tardia (Morrison
& Nottebohm 1993; Eales 1987), no entanto a aquisicdo é menos extensiva que em
condi¢Ges normais, e os individuos eventualmente tornam-se incapazes de aprender por
tutoria. A semelhanca do ser humano, também apresentam dialetos locais que variam
entre populacdes (Marler & Tamura 1964). Talvez o mais surpreendente nas aves
canoras seja a capacidade de memorizacdo. Em alguns casos, como no rouxinol
(Luscinia megarhynchos), sdo capazes de aprender 10 a 20 can¢des compostas por um
total de 100 silabas apds ouvirem-nas apenas 20 vezes (Hultsch & Todt 1989a,b), para
além disso, as memdrias auditivas sio mantidas durante muitos meses antes da ave

comecar a cantar (Marler & Peters 1981).

A fase de aprendizagem sensori-motora consiste na reprodu¢do e modificacdo da
propria canc¢do de forma a corresponder ao modelo memorizado. Ocorre tipicamente
desfasada da exposicdo ao tutor, no entanto, juvenis ensurdecidos apos a aquisigdo
sensorial, mas antes da aprendizagem sensori-motora, desenvolvem can¢des
extremamente atipicas, mesmo sem os tracos rudimentares encontrados em aves
criadas em isolamento (Konishi 1966; Marler & Doupe 2000). Tal sugere que os juvenis
necessitam de feedback auditivo para ajustar os musculos de forma a aprenderem a
reproduzir os sons pretendidos (Figura 6).
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Figura 6. Diferengas na cang¢do reproduzida em “Swamp sparrow” (Melospiza georgiana) e “Song
sparrow” (Melospiza melodia): a) aves criadas em condi¢gdes normais, b) aves criadas em
isolamento acustico, c¢) aves ensurdecidas apos aquisi¢ao sensorial. (Marler & Doupe 2000).

Em contraste com a aquisi¢ao sensorial, a aprendizagem sensori-motora é um processo
lento, composto por vérios estadios (Marler & Peters 1982): a subcan¢do, o exemplo mais
precoce de juvenis a cantarem, possui poucas parecengas com a cangao tipica da espécie,
assemelha-se ao balbuciar que ocorre nos bebés; A cancdo plastica, definida pelos tracos
acusticos tipicos da canc¢do adulta, inclui notas improvisadas, erros na coépia do tutor, e
variabilidade na estrutura e sequéncia de silabas; A cangdo cristalizada, caracterizada
por uma estrutura e sequéncia de silabas altamente estereotipada, surge paralelamente
com a maturidade sexual, sugerindo que os niveis de testosterona sio o catalisador da
cristalizagdo (Alward et al. 2016).

Os recentes avancos tecnoldgicos em analise sonora e genética tém vindo a possibilitar
a investigacdo de uma drea ainda pouco explorada, mas fundamental para a
compreensdo da aprendizagem: a influéncia da base genética na aprendizagem vocal.
Sabemos que a aprendizagem reflete o efeito da experiéncia do individuo em circuitos
determinados geneticamente, porém, pouco se sabe de como a interacdo entre
experiéncia e genes determinam os fenotipos aprendidos. Mets e Brainard (2018)
demonstraram que a variabilidade da velocidade nas can¢des reproduzidas exibe uma
grande influéncia genética, no entanto, a magnitude do efeito depende no método de
tutoria. Tutores ao vivo reduziam o efeito genético, enquanto tutoria por playback
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aumentava. Tal sugere que a riqueza do método de aprendizagem pode superar
tendéncias genéticas. Experiéncias envolvendo a manipulacdo de pares reprodutores e
condi¢Ges de tutoria revelaram que a combinagdo dos pares parentais contribui para
gerar diferencas na dura¢do da silaba e na variabilidade na subcan¢do de juvenis (Sato
et al. 2016). Para além disso, Mori (2018), demonstrou que ocorre desenvolvimento de
idiossincrasia nas can¢ées de candrios ensurdecidos (Serinus canaria), apresentando
padroes estruturais especificos da espécie. Isto revela que alguns tragos estruturais da

cangao sdo resultado de um mecanismo inato.

1.5 Espécie em Estudo

O candrio (Serinus canaria) é uma ave canora da familia Fringillidae, que ocorre nos
Acores, Madeira, e ilhas Candrias. Ndo possui dimorfismo sexual evidente e os
individuos de ambos os sexos tém cerca de 15 cm de altura, 25 cm de altura e pesam
entre 18 e 28 g. E uma espécie social e monogamica, cujos machos nio sio territoriais
(Voigt et al. 2003). No seu estado selvagem, apresenta uma coloragio amarelo-
esverdeada com tragos castanhos nas costas, sendo as cores menos vivas e extensas nas
fémeas. A domesticacdo dos candrios comecou no século XV, e desde entdo que é
extensivamente utilizado para criagdo em cativeiro. Tal como acontece com muitas
espécies domesticadas, os criadores selecionaram certas caracteristicas da espécie. Hoje,
existem mais de quarenta variedades classificadas em trés estirpes: canarios de cor,
canarios de porte, e canarios de canto. Desta ultima categoria, as mais conhecidas sdo o
Harz-Roller, Spanish Timbrado, American Singer e os Waterslager-Malinois (utilizados
neste estudo).

Originario de criadores na Bélgica, o Waterslager possui um nome peculiar que advém
do som caracteristico que a ave faz ao cantar, semelhante a agua corrente. Apresenta
uma coloragdo amarela e branca, com variacdo na intensidade das cores. Tem uma
deficiéncia congénita auditiva, resultando numa perda de sensibilidade a frequéncias
acima dos 2kHz (Lauer et al. 2007). Possivelmente esta deficiéncia auditiva dita as
caracteristicas do seu canto. Produz uma cancao distinta com muitos trilos, e uma gama
de frequéncias mais baixa que as restantes variedades de candrios. Por contraste, a
maioria dos candrios domesticados que ndo foram selecionados pelo seu canto,
apresentam um canto muito parecido com os candrios selvagens, sdo sensiveis a
frequéncias que variam entre 20 Hz e 20 kHz, e as silabas reproduzidas estdo
tipicamente entre os 0,7kHz e 8,5 kHz.

Experiéncias de hibridagdo mostraram que diferengas nas caracteristicas do canto
possuem uma componente genética (Okanoya et al. 1990; Wang et al. 2019). A
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compreensdo da interagdo entre genes e comportamento, nomeadamente na
aprendizagem vocal, tem sido aprofundada com a utiliza¢do do canario como espécie
modelo (Mundinger & Lahti 2014). Como tal, este trabalho insere-se no objetivo amplo
de melhorar o conhecimento sobre os mecanismos genéticos responsaveis pelas
diferencas no canto das aves, através da fenotipagem de aves resultantes de

cruzamentos.

1.6 Objectivos

O principal objectivo deste trabalho é fenotipar hibridos F2 resultantes de cruzamentos
entre canarios Malinois e candrios ndo selecionados para o canto. Desta forma, a
informac¢do obtida pode ser utilizada para compreender os mecanismos genéticos
responsaveis pelas diferengas no canto.
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Capitulo 2 - Materiais e Métodos

2.1 Desenho experimental

Os individuos utilizados neste estudo sdo o resultado de um programa de
autocruzamentos de hibridos F1, resultantes do cruzamento de aves da variedade de
canario de canto (Malinois), com aves de uma variedade de canario de cor, cujo fenotipo
(denominado de “Wild” neste estudo) ndo sofreu sele¢do artificial do seu canto
(Vermelho) (Figura 7). Este tipo de experiéncia de hibridagdo tem como objetivo
assegurar a segregacdo das caracteristicas de interesse, possibilitando a quantificag¢do de
diferengas fenotipicas e genéticas. A geragdo F1 apresenta uma menor diversidade de
fendtipos devido a alta presenca de heterozigéticos com genes dominantes. A segunda
geracdo de hibridos (F2) possui uma maior diversidade fenotipica devido a maior

presenca de homozigoticos com genes recessivos.

Os cruzamentos tiveram inicio em 2015 com 4 casais de candrios Malinois e Vermelhos
(duas fémeas e dois machos de cada variedade). Em 2016, foram estabelecidos varios
casais (11) de hibridos F1, os quais produziram entre 2016 e 2017 40-60 hibridos F2.

2015 2016 2017

SONG F1q

Waterslager

Malinois

F
X Fq X 2
COLOR F1
Red Intense

Figura 7. Representagdo dos cruzamentos entre as aves e as diferentes geragées de hibridos.

A criagdo dos hibridos F2 foi realizada em instalagdes isoladas acusticamente de outras
aves canoras. Foram criados pelas suas mdes tendo os pais sido retirados durante a
incubagdo, desta forma, o processo de aprendizagem de cang¢des ndo foi influenciado
pela sua presenga. Posteriormente procedeu-se a tutoria via playback de can¢ées Wild
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e Malinois durante os primeiros 100 dias apds o nascimento, na primeira fase de
aquisi¢do sensorial (Leitner et al. 2015). As canc¢des de tutoria foram selecionadas de
modo a representar uma grande diversidade da can¢do das duas variedades. Para evitar
padrdes na apresenta¢do dos playbacks, foram construidos 6 ficheiros com a duragdo de
1 hora a partir das canc¢des selecionadas. Cada um dos ficheiros apresentava uma
durac¢do semelhante de cada tipo de cangdo e foi assegurada uma repeticdo equitativa e
intercalada das cangbes das duas variedades. Em cada dia, em dois periodos diferentes
(8:00 e 18:00), era realizada uma apresentacio de um ficheiro, selecionado
aleatoriamente, garantindo que as duas apresentagées do mesmo dia ndo se iniciavam
pelo mesmo tipo de canto (M ou W). As apresenta¢des foram realizadas por colunas de
som acopladas ao computador.

A criagdo e a fase de tutoria decorreram em um avidrio nas instala¢des do Departamento
das Ciéncias da Vida, na Universidade de Coimbra. A utilizagdo experimental dos
animais e seu cuidado realizaram-se em conformidade com as diretrizes da Direcdo
Geral de Alimentacgdo e Veterinaria. Todas as aves foram criadas nas mesmas condigdes,
em pares de reproducdo individualizados, sendo fornecidos alimentos e 4gua
abundantemente durante toda a experiéncia. Apds o nascimento as aves foram
identificadas individualmente assim que possivel, com recurso a anilhas numeradas
colocadas no tarso.

Ap0s a fase de tutoria, na primavera seguinte, as cang¢des dos hibridos F2 foram gravadas
no Laboratorio de Etologia da Universidade de Coimbra, entre os meses de fevereiro e
maio (2018 e 2019). Foram utilizadas duas cdmaras de isolamento acustico, equipadas
com uma coluna associada a um Apple iPod nano 6G que reproduzia uma gravagdo de
playback para incentivar o canto nas aves a cada 10 minutos (Figura 8). O volume de
reproducdo foi ajustado de forma a ndo interferir com as grava¢des, mantendo-se
simultaneamente adequado a sua fung¢do. Paralelo a coluna, no lado oposto, foi colocado
um microfone (AKG C417 PP), conectado a um gravador (Marantz PMD 661). As
gravacoes foram realizadas em formato WAV, profundidade de bits de 24 bits, taxa de
amostragem 48kHz, PCM.
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Figura 8. Imagem representativa do processo de gravacdo.

As aves foram gravadas durante 2 dias, das 7h as 18h. As aves eram colocadas dentro da
camara no final do dia anterior, com o proposito de minimizar o stress da manipulac¢do
e facilitar a habituacdo a cAmara. Apds cada gravagdo era efetuada uma breve verificacdo
do conteudo, de forma a determinar se tinha ocorrido produc¢do de canto. Caso tal ndo

se verificasse, a ave era gravada novamente numa data posterior.

2.2 Producao de playbacks

Foram produzidos seis playbacks com a dura¢do de 60 minutos, para ser usado um em
cada sessdo de apresentagdo (Figura 9). Cada playback era constituido por 4 partes de
canto - 2 de Malinois e 2 de Wild - com a duracdo de 10 minutos cada e separadas por
pausas de 5 minutos. As sequéncias eram unicas de cada playback, mas garantiam a
mesma quantidade de exposicdo a canto. Metade dos playbacks comecava com
apresentacdo de can¢des de Malinois e a outra metade de Wild. Com esta estrutura e
forma de apresentagdo procurou assegurar-se que a aprendizagem ndo era influenciada
pela duragdo relativa do fenotipo ouvido, ou pela ordem de apresentacdo. Os playbacks

foram normalizados para garantir a mesma amplitude.
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ESTRUTURA DO PLAYBACK

PLAYBACK 1 300 I ES N ES

PLAYBACK 2 I 300 300

PLAYBACK 3 300 T

PLAYBACK 4 600 | 300 | 600 | 300 300 300

PLAYBACK 5 300 S

PLAYBACK 6 ESNEES 300 300
SEGUNDOS

Wild M Siléncio ™ Malinois

Figura 9. Representagdo da estrutura do playback. A amarelo canto Wild, a azul canto Malinois,

a vermelho o siléncio introduzido entre sec¢des.

2.3 Analise das Canc¢ées

Os ficheiros de gravacdo foram primeiro analisados com o software Audacity versao
2.3.2, para remocdo de siléncios entre os periodos de actividade de canto nas gravacoes.
Foi utilizada uma macroinstrugdo para tratar multiplos ficheiros de forma sequencial,
com um threshold de -30db e duragdo de 0.5 segundos para detecdo e remog¢do dos

siléncios.

Posteriormente as can¢des foram analisadas utilizando o software Avisoft-SAS Lab Pro
versdo 5.2.13, com as seguintes configurag¢des: janela Hamming, FFT Length = 1024Hz,
Frame size = 75% e Overlap de 93,75%. Tal resulta numa largura de banda de 81 Hz,
resolucdo de frequéncia de 47 Hz e resolucdo temporal de 1.3333 ms. Foram testadas
varias configuracées de modo a obter uma resolucdo temporal e de frequéncia adequada
a medicdo silabas individuais, permitindo o registo do reportério de cada ave gravada.

As silabas identificadas foram medidas maultiplas vezes em diferentes secgoes, e
verificou-se que os parametros medidos apresentavam variacées minimas entre seccoes

(20hz/0.005s).

Os parametros medidos foram os seguintes: duragdo, intervalo, pico de frequéncia,
frequéncia minima, frequéncia maxima e amplitude de frequéncia, sendo cada uma das
medidas de frequéncia tomada em trés pontos: inicio, final e maximo, num total de 14
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medicGes. Todas as informag¢des obtidas foram colocadas em formato tabular, no
software Excel. As silabas identificadas foram numeradas pela ordem de aparecimento
nas gravagdes do individuo, sendo anotados detalhes sobre a sua forma e padréo,
facilitando o processo de comparacdo entre silabas. Também se calculou a taxa de
repeticdo dos trilos presentes nas gravagdes, no formato silabas/segundo, sendo este um
parametro utilizado frequentemente em andlise de can¢des em aves canoras (Geberzahn
& Aubin 2014; Funghi et al. 2015).

2.4 Analise Estatistica

A andlise exploratoria, com inspe¢do dos parametros medidos (média, desvio padrdo),
permitiu a identificagdo de potenciais outliers, resultando numa verificagio dos
parametros medidos das silabas em causa. De forma quantificar as diferengas que
ocorrem entre Malinois e Wild utilizdmos modelos lineares generalizados (GLM),
distribui¢do gamma com fungdo log link, sobre as variaveis do canto dos tutores.

Em seguida, para selecionar as varidveis com o maior poder explicativo a utilizar na
classificacdo de silabas, realizou-se uma regressao logistica sobre os parametros dos
tutores. Foram testados os modelos enter, stepwise forward, stepwise backwards. Apos
a seleccdo das varidveis, foi usado o hierarchical cluster analysis (HCA) (andlise
hierdrquica de agrupamentos) para classificar as silabas dos hibridos pela sua
proximidade as silabas dos tutores, sendo testados os métodos average linkage e single
linkage, assim como as distancias de dados squared Euclidian e city block. As analises

realizaram-se com recurso ao software SPSS (versdo 26.0.0.1).
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Capitulo 3 - Resultados

3.1 Caracteristicas do canto de tutores

Foram identificados e analisados os reportérios de 27 hibridos e 18 gravacdes de tutores

presentes no playback. Para caracterizar as diferencas entre canto Malinois e Wild,

realizaram-se GLMs para cada uma das varidveis, assim como o calculo da média e erro

padrdo. Os resultados (Tabela 2) mostraram que todas as varidveis de frequéncia

diferem entre os dois tipos de tutores. Apenas as medidas de tempo, duragdo e a taxa de

repeticdo, ndo diferem entre os dois tipos de tutores.

Tabela 2. Variaveis medidas nos dois tipos de tutores, com as médias e erro padrdo da média

correspondentes. Resultados dos GLMs (Wald Chi-Square, e significancia (p), em negrito

quando p <0.05).
Varidvel Malinois Wild Wald
(média +/-ep) (média +/-ep) Chi-Square

Duragdo (s) 0.15 (+/-0.01) 0.12 (+/-0.01) 3.153 0.076
pico frequéncia inicial (Hz) 2087.18 (+/-39.32)  4123.96 (+/-155.92) 312.750 0.000
frequéncia minima inicial (Hz) 1558.33 (+/-42.62)  3430.77 (+/-145.41) 227.728 0.000
frequéncia maxima inicial (Hz) 2605.41 (+/-40.11)  4883.30 (+/-161.78) 353.097 0.000
amplitude de frequéncia inicial (Hz)  1042.34 (+/-53.01) 1413;;0(;— /- 12.961 0.000
pico frequéncia final (Hz) 2016.51 (+/-38.84)  3926.26 (+/-127.32) 335.597 0.000
frequéncia minima final (Hz) 1533.78 (+/-40.79)  3017.80 (+/-133.81) 165.575 0.000
frequéncia maxima final (Hz) 2574.11 (+/-40.21) 45 ?;9'%;0(;/_ 324.587 0.000
amplitude de frequéncia final (Hz) 1035.60 (+/-53.63)  1567.47 (+/-119.41) 18.200 0.000
pico frequéncia ponto maximo (Hz)  2058.18 (+/-38.18) 40123;950()+/_ 402176 0.000
gjczq;léncia minima ponto maximo 1750.62 (+/-37.18) 36?(?2.3327(;/ - 348.534 0.000
f;_(leg;l éncia mdxima ponto mdximo 2388.80 (+/-39.74)  4436.26 (+/-110.92) 407.780 0.000
;H;Eil:;d(eHi’; frequéncia ponto 636.41 (+/-41.96) 826.48 (+/-77.98) 6.677 0.010
taxa de repeti¢do (silabas/s) 10.88 (+/-0.54) 11.56 (+/-0.95) 0.410 0.522
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3.2 Seleccdo de variaveis do canto

Para proceder a uma escolha das varidveis mais adequadas a serem usadas no processo
de classificagdo de silabas dos hibridos, foi utilizada uma regressdo logistica sobre os
tutores, cuja classificagdo das silabas era conhecida. Este procedimento permite uma
escolha que ndo depende da opgdo subjectiva do investigador. Foram testados 3
modelos, enter, stepwise forward, stepwise backward. O método stepwise backward
apresentou os resultados mais interessantes, selecionando 7 variaveis que explicavam
79,2% da variagdo. As variaveis escolhidas foram: duragdo, pico de frequéncia inicial,
frequéncia maxima inicial, amplitude de frequéncia inicial, amplitude de frequéncia

final, frequéncia maxima no ponto maximo, amplitude de frequéncia no ponto maximo.

Realizou-se uma comparac¢do da distribuicdo da variagdo em aves e comparativamente
aos tutores. As silabas dos hibridos apresentam geralmente uma dura¢do menor que as
dos tutores (Figura 10), simultaneamente as Malinois possuem dura¢des semelhantes a
Wild. O pico de frequéncia inicial, assim como a frequéncia maxima (inicial e ponto
maximo) dos hibridos aproximam-se mais de valores Wild, que por sua vez sio muito
superiores aos valores Malinois. A amplitude de frequéncia (inicial, final, e ponto
maximo) nos hibridos mostra uma grande dispersdo, tanto com valores superiores como
inferiores a ambos os tutores, alguns semelhantes a Wild, e outros semelhantes a
Malinois. Como esperado, os Wild possuem amplitudes de frequéncia mais elevados que
Malinois.

3.3 Classificacao das silabas dos hibridos

Apos a selegdo de varidveis a usar no processo de classificagcdo, realizaram-se
‘Hierarchical Cluster Analyses’ (HCA) (analise hierdrquica de agrupamentos), com o
intuito de agrupar silabas semelhantes entre os hibridos e os tutores. Foram utilizados
2 métodos, o single linkage, mais indicado para cadeias longas de clusters, e o average
linkage que pode ser utilizado tanto em cadeias longas como nuvens de clusters densos.
O single linkage permitiu que se identificassem potenciais outliers por erros de medicao,
levando a uma revisdo dos parametros dessas silabas. O average linkage é geralmente o
procedimento mais utilizado, por ndo maximizar nem minimizar inclusGes (Everitt et
al, 2015), e foi o utilizado para classificar as silabas. Foram testados 2 tipos de distancia
de dados nesta andlise, Squared Euclidian distance, que diminui a importancia de
distancias pequenas e aumenta a importancia de distancias grandes, e o City Block

distance, também conhecido como Manhattan distance. Os valores de cada variavel
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foram previamente estandardizados por z scores. Os dendogramas de City Block e
Squared Euclidian apresentaram ligeiras diferengas nos clusters iniciais (Figura 11)
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Figura 10. Distribui¢do dos dados dos parametros selecionados por ave e tutores, visualizados
com “boxplots” (mediana, caixa: 25% e 75%, linhas 5% e 95% e valores extremos).
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Figura 11. Representa¢do dos dendogramas obtidos na HCA com distancia City Block (esquerda)
e distancia Squared Euclidian (direita).
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Uma vez que o dendograma de classificagdo das silabas usando a squared Euclidian
distance revelou a existéncia de clusters demasiado grandes (Figura 11), logo nos niveis
mais baixos de agregacdo (clustering), o que prejudica a separac¢do das silabas, optou-se
por utilizar o clustering por City Block, que da origem a uma maior
granulagdo/separac¢do das silabas em clusters menores (Figura 11). Uma representacdo
grafica dos clusters, com corte em 30 clusters, permitiu discriminar a frequéncia de
silabas das aves. (Figura 12)

A cada cluster foi atribuida uma categoria, designada pela presenca/auséncia dos 2 tipos
de tutores. Tal resultou em 4 tipos de clusters: (1) Wild, (2) Malinois, (3) Mistos
(presenca de silabas de ambos), (4) Ndo classificados (auséncia de silabas de tutores no
cluster). Adicionalmente, foram visualizados os espectrogramas das silabas presentes
em clusters Mistos, para se certificar que tinham uma classificagdo correta. Isto permitiu
calcular a percentagem de silabas que cada ave tinha de cada categoria, relativamente
ao seu reportorio total. (Figura 13). Verifica-se que a maioria das aves tem um reportorio
com silabas dos dois tipos de tutores, ou mistas, que ndo podem ser diferenciadas entre
tutores. H4 também um maior nimero de aves com reportorio Wild sem silabas
Malinois que o contrario. De certo modo, isso é expectivel porque ha uma maior
variagdo nas caracteristicas das silabas Wild, em particular nas medidas de frequéncia
(Figura 10). Como exemplo, a comparagdo entre espectrogramas de aves com canto Wild
(73_18) e Malinois (62_18), permite corroborar os resultados da nossa anélise de HCA.
(Figura 14).
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28



29



Capitulo 4 - Discussao

Como esperado, cada hibrido demonstrou a possibilidade de aprender silabas de ambos
os tipos de tutores. No entanto, houve varia¢do entre individuos, que estara associada
as diferentes combina¢des da componente genética herdada das duas variedades alvo
dos cruzamentos. Havendo uma base genética que possibilitou a selecc¢do artificial do
canto Malinois, a variagdo nos genes associados a este fenotipo estara dissociada na
maioria dos hibridos. Nessas circunstancias é de esperar que a distribuicdo dos
fendtipos, em termos das silabas aprendidas, tenha uma grande variacdo, apesar de
todos os individuos terem sido expostos aos mesmos estimulos. A aprendizagem do
canto é um processo contingente, na medida em que os animais podem realizar escolhas
diferentes por razdes desconhecidas. Mas, uma vez que uma parte das silabas Wild e
Malinois diferencia-se de forma clara, com frequéncias mais elevadas no caso Wild, era
de esperar que algumas aves, que retiveram genes relevantes na sele¢do de silabas,
apresentem um reportorio claramente diferenciado, relativamente aos restantes. Esses
hibridos, com constituintes genéticos exclusivos a cada variedade, permitirdo avaliar a
importancia de cada componente genético dos progenitores nas caracteristicas do seu

reportario.

Este tipo de experiéncia de hibrida¢do permite que varias caracteristicas fenotipicas
fiquem separadas. Um hibrido podera ter desenvolvimento cerebral de um Malinois,
sem a deficiéncia auditiva caracteristica dessa variedade (Gleich et al. 1994), ou a sua
capacidade de modula¢ao do aparelho vocal. Diversas combina¢des poderdo ocorrer.
Logo, varias silabas reproduzidas estardo ligadas a arquitetura genética desse hibrido
em particular, enquanto outras poderdo ser aprendidas por qualquer candrio,
independentemente das diferencas entre Malinois e Wild. Tal foi confirmado nos
tutoriais, que possuiam silabas em comum, levando a um nivel de complexidade
acrescido que distingue esta experiéncia de outras hibridagdes entre espécies mais
distantes, cujos reportorios sdo distintos a partida, sem muitas silabas partilhadas.

Por outro lado, ndo so6 essa partilha de silabas entre as duas variedades causa
dificuldades. O reportdrio da variedade Wild possui muitas silabas que estao incluidas
na gama de frequéncias 6tima para aprendizagem de Malinois com deficiéncias
auditivas, sendo essa gama proxima dos 1000Hz (Lauer et al. 2007). Tal dificultou as
andlises de classificagdo.

Cerca de 85% dos hibridos aprenderam silabas Wild, e varios deles apresentaram valores
de pico de frequéncia muito acima dos 2000 Hz. Isto sugere que a deficiéncia auditiva
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tipica nos Malinois ndo ocorreu nesses hibridos F2. Adicionalmente, experiéncias de
hibridagdo entre candrios Malinois e candrios Roller (Okanoya 1990) apontam para uma
relacdo entre a sensibilidade auditiva e a distribuicdo de energia nas vocalizagdes de
candrios, o que refor¢a o ponto anterior. 59% dos hibridos aprenderam silabas que
podem ser consideradas exclusivamente Malinois, sendo o nimero total de silabas
Malinois (38) aprendidas inferior as Wild (100). Tal sugere que pode ter ocorrido uma
tendéncia na aprendizagem favorecendo silabas com caracteristicas Wild. Visto que sdo
silabas menos especializadas, é possivel que hibridos heterozigdticos apresentem maior
facilidade/capacidade na sua aprendizagem ou reprodugdo. O tamanho do reportdrio
dos hibridos apresentou-se mais elevado que o esperado, tendo uma média de 14 silabas,
0 que estd dentro dos valores normais para variedades ndo-hibridas. Aves hibridas
geralmente apresentam reportorios menores que os seus progenitores (Okanoya 1990),
e certos estudos indicam que hibridos de aves canoras poderdo possuir uma menor
capacidade de aprendizagem de memoria (McQuillan et al. 2018).

A utilizagdo de playbacks para tutoria ¢ um método comum no estudo do canto nas aves
(Mets & Brainard 2018). Apresenta-se como um método fiavel que viabiliza a simulagdo
de a presencga de tutores, com a vantagem de possibilitar a manipulacdo das cangdes
presentes. Tal metodologia permitiu que a tutoria dos hibridos se realiza-se com uma
distribuicdo equitativa de ambas as variedades de progenitores, garantindo que todos
os hibrido teriam os mesmos estimulos durante a fase sensorial. [sto seria extremamente
dificil utilizando tutores in-vivo. Adicionalmente, possibilita a oportunidade de analisar
as silabas tutoriais isoladamente, sem interferéncia de outras aves. No entanto, alguns
dos ficheiros sonoros utilizados para a criacdo de playbacks ndo foram gravados nas
melhores condi¢des, possuindo ruido e bastante reverberagdo. As gravacdes dos
hibridos sofreram com menor extensdo um problema semelhante, algumas gravacdes
possuiam ruido provocado pelo equipamento, outras ocorria sobreposi¢do do playback
devido a baixa intensidade do canto no hibrido. Isto dificultou a andlise sonora dos
parametros das silabas, cuja detecdo automatica tinha de ser recalibrada manualmente
em grande parte das silabas. O tratamento dos ficheiros dudio com software especifico
de remocdo de reverberagao e ruido (iZotope RX8) poderia ter mitigado o problema.

Como se verificou neste trabalho, o processo de classificacio também apresentou certas
dificuldades. Um trabalho prévio de agregacdao de dados sobre as silabas exclusivas de
cada variedade (Wild/Malinois) seria util para retirar das andlises silabas comuns a
ambas as variedades, simplificando a classifica¢do. Simultaneamente, o alto namero de
silabas utilizados na tutoria aumentou a dificuldade da HCA classificar corretamente as
silabas dos hibridos. Possivelmente a criagdo de playbacks mais repetitivos, com um
numero reduzido de silabas, teria melhorado o processo de classificagio.

31



Espera-se que os presentes resultados motivem trabalhos futuros para aprofundar o
conhecimento sobre a aprendizagem vocal nas aves. Experiéncias de hibridacao
semelhantes poderdo beneficiar da identificacdo do reportorio global de silabas dos
tutores e dos hibridos, de modo a identificar as silabas mais comuns, quer para malinois,
quer para wild. Tal permitira a classificagio automatica das silabas, a partir de um
catdlogo, o que possibilitara outro tipo de métodos sem supervisdo, utilizando ndo so6
parametros pontuais das silabas mas também a analise do sinal integral dos
espectrogramas de cada silaba. Também permitird analisar as vocalizagdes a escala das
frases e cancdo, por possibilitar a identificagdo de outro tipo de variaveis.
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