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RESUMO

PENHA, V. A. S. 2017. Ecologia da interacdo parasito-hospedeiro: efeito da maldria sobre a
coloragdo por carotenoides na plumagem e condi¢dao corporal de aves em area de Cerrado.
Dissertagao de Mestrado em Ecologia e Conservagdo de Recursos Naturais. Universidade
Federal de Uberlandia, Uberlandia, Minas Gerais. 42 paginas.

Parasitos causadores de malaria e Aves tem sido um sistema modelo de estudo da
relagdo parasito-hospedeiro, sendo uma das razdes a coleta dos parasitos poder ser realizada
sem causar danos a populacao hospedeira. Infecgdes cronicas, com baixa parasitemia, podem
causar danos aos hospedeiros, ja que seria alocada uma maior quantidade de recursos
(energia) para o sistema imunologico, diminuindo a massa corporal. O indice de condicao
corporal ¢ utilizado para caracterizar o estado nutricional do individuo. Além de poder afetar
a condicdo corporal, parasitos podem influenciar também na coloracdo de carotenoides da
plumagem de Aves, j4 que carotenoides sdo obtidos por meio da dieta, dependendo da
capacidade para forragear. O principal objetivo desse estudo foi medir os efeitos de parasitos
causadores de malaria na condi¢do corporal e na coloracdo da plumagem peitoral de aves em
area de na Cerrado na Reserva do Clube Caca e Pesca Itorord, no municipio de Uberlandia,
Minas Gerais, Brasil. Individuos foram capturados usando redes de neblina. Os parasitos
foram identificados através de microscopia e PCR aninhado. A coloragdo foi determinada
pela reflectancia usando um aparelho de espectrofotdometro portatil, gerando as varidveis:
croma de carotenoide; croma/saturagao; matiz. As analises foram feitas usando modelo linear
generalizado misto, com a parasitemia e/ou presenca/auséncia de parasitos como variavel
explicativa e ambos indices de condicdo corporal e varidveis de coloracdo como variaveis
respostas. Como foram coletados dados de varias espécies de aves, a identidade de cada uma
foi colocada como o fator aleatério nos modelos. Os resultados mostraram que os individuos
parasitados tiveram menores concentracdes de croma de carotenoides e penas peitorais menos
saturadas quando comparados com individuos nao infectados. Isso indica, portanto, um trade-
off entre deposicao de carotenoides para coloracdo de plumagem e para resposta imune, uma
vez que os carotenoides também sdo utilizados como estimuladores do sistema imune. Nem a
presenca de parasitos, nem a proporcao de células infectadas explicou diferengas nos indices
de condi¢do corporal. Como fémeas discriminam possivelmente diferencas na saturagdo de
carotenoides e preferem machos mais saturados, os resultados sugerem a influéncia negativa
direta de parasitos causadores de malaria na selecao sexual das populacdes de aves em area de
Cerrado.

Palavras-chave: Plasmodium; Haemoproteus; Sele¢ao sexual; Coloracdo por carotenoides;
Elaenia chiriquensis, Lanio cucullatus, Turdus amaurochalinus; Indice de Fulton; Indice de
massa escalar.
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ABSTRACT

PENHA, V. A. S. 2017. Ecology of host-parasite interaction: malaria impacts on sexual
ornaments and survival of birds in Cerrado. Master's Dissertation in Ecology and
Conservation of Natural Resources. Federal University of Uberlandia, Uberlandia, Minas
Gerais. 42 pages.

Malaria parasites and birds have been a model study system of parasite-host
interaction, being one of the reasons the parasite collection can be performed without causing
damage to the host population. Chronic infections, with low parasitemia, can cause damage to
the hosts, since it would be allocated a greater amount of resources (energy) to the immune
system, reducing body mass. The body condition index is used to characterize one individual's
nutritional status. In addition to being able to affect body condition, parasites can also
influence the carotenoid coloration of birds' plumage, since carotenoids are obtained through
diet, depending on the ability to forage. The main objective of this study was to measure the
effects of malaria parasites on body condition and carotenoid coloration of pectoral plumage
of birds in a Cerrado’s area in the Clube do Caca e Pesca Itoror6d’s Reserve, in the city of
Uberlandia, Minas Gerais, Brazil. Individuals were captured using mist nets. The parasites
were identified by microscopy and nested PCR. The plumage coloration was determined by
reflectance using a portable spectrophotometer, generating the following variables: carotenoid
chroma; chroma/saturation and hue. The analyzes were done using generalized linear mixed
model, with parasitemia and/or presence/absence of parasites as explanatory variable and both
body condition indices and coloration variables as response. As data were collected from
several bird species, the identity of each was placed as the random factor in the models. The
results showed that the parasitized individuals had lower concentrations of chroma of
carotenoids and less saturated pectoral feathers when compared with uninfected individuals.
This indicates, therefore, a trade-off between carotenoid deposition for plumage coloration
and for immune response, since carotenoids are also used as immune system stimulators.
Neither the presence of parasites nor the proportion of infected cells explained differences in
body condition indexes. As female birds possibly discriminate differences in carotenoid
saturation and prefer more saturated males, the results suggest the direct negative influence of
parasites that cause malaria in the sexual selection of the bird populations in a Cerrado’s area.

Keywords: Plasmodium; Haemoproteus; Sexual selection; Carotenoid coloration; Elaenia
chiriquensis, Lanio cucullatus, Turdus amaurochalinus; Fulton’s Index; Scale mass index.



1.0 INTRODUCAO

Doengas infecciosas t€ém grande influéncia na dinamica e evolugao de populagdes de
hospedeiros (Lachish et al., 2011), promovendo variacao genética ¢ influenciando processos
coevolutivos (Poulin et al., 2000). Parasitos podem causar danos aos hospedeiros, como
regular (Albon et al., 2002) e influenciar ciclos (Hudson et al., 1998), além de limitar
resisténcia e viabilidade de populagdes (McCallum et al., 2009). Parasitos causadores de
maléria (Ordem Haemosporida e genéros Plasmodium, Haemoproteus e Leucocytozoon) €
Aves tém sido usadas como sistema modelo para investigar o papel de parasitos na evolucao
da historia de vida dos hospedeiros (Ricklefs & Outlaw, 2010), sendo uma das razdes, os
parasitos poderem ser coletados sem danos a populagdo hospedeira (Marzal et al., 2008).
Valkiunas (2005) mostrou que existem cinco principais fases durante a infec¢ao por parasitos
causadores de malaria: fase prepatente (quando o parasito desenvolve-se fora do tecido
sanguineo); fase aguda (caracterizada pela apari¢cdo do parasito na corrente sanguinea, com
aumento da parasitemia — proporc¢ao de células parasitadas em um Unico individuo); fase de
crise (pico de parasitemia); fase cronica (quando hé decréscimo da parasitemia) e a fase
latente (diminuicdo brusca da parasitemia, sendo que o parasito pode ser eliminado pela acao
do sistema imune do hospedeiro). Os estdgios agudo e de crise sdo as fases de maior
possibilidade de detecg¢ao dos parasitos por microscopia, ja que ha maior parasitemia.

A maioria dos individuos usados em estudos sdo sobreviventes da fase aguda, com
baixa parasitemia, ou seja, estdo na fase cronica da infe¢ao (Valkiunas, 2005). Infecgdes em
fase cronica também podem causar reducao do sucesso reprodutivo (Tomas et al., 2007) e
afetar a condicao corporal (Valkiunas et al., 2006), ja que a infec¢do ¢ acompanhada pelo
aumento de alocacdo de recursos para a resposta imune (Ardia, 2005). A alocacdo de

recursos, como energia, para o sistema imunologico deve diminuir a massa corporea,



reduzindo a condi¢do corporal, que ¢ a energia acumulada no corpo como resultado da
alimentacdo, que assume-se ser um indicador de satde do individuo (Peig & Green, 2009).
Figuerola et al. (1999) em um estudo feito na Espanha com Emberiza cirlus (Passeriformes:
Emberizidae), notaram que individuos parasitados por Leucocytozoon cambournaci, um
género causador de malaria aviaria, tiveram menor condi¢do corporal, caracterizando um
efeito negativo de parasitos sobre hospedeiros.

A condi¢do corporal pode ser medida por indices de condigdo corporal, medidos
através da relacdo entre a massa € uma medida de comprimento fixa, como o comprimento do
tarso de aves (Peig and Green 2009). Askanas (2008) em um experimento que relacionou um
indice de condicao corporal com a parasitemia de Aves, no Canadd, demonstrou que houve
uma relag@o negativa e significativa entre a média do nimero de hematozoarios (Plasmodium
e Leucocytozoon, causadores de malaria em aves) e a média do indice de massa escalar.
Parasitos causadores de maldria, além de influenciarem na condi¢do corporal, podem
influenciar na coloragdo da plumagem, que ¢ um sinal de status da saude e resisténcia
parasitaria (Hamilton & Zuk, 1982).

A deposi¢do de carotenoides em plumagens ¢ muito comum em Aves (Horak et al.,
2001), resultando em uma coloracdo amarelada, avermelhada e/ou alaranjada nas penas.
Carotenoides sdo produzidos apenas por bactérias, plantas, fungos e algas, podendo ser
obtidos por animais por meio da dieta (Olson e Owens, 1998). Somente individuos com alta
resisténcia a parasitos e maior capacidade para forragear, sdo capazes de ser intensamente
coloridos sem comprometer a quantidade de carotenoides alocados para outras fungdes
fisiologicas (Hamilton & Zuk, 1982). Isso ocorre porque os carotenoides sao utilizados como
antioxidantes especificos e para atividades imunoestimuladoras (Moller et al., 2000). Horak et
al. (2001), em um estudo feito na Estonia com Parus major (Passeriformes: Paridae),

observaram efeito negativo de parasitos na coloracdo da plumagem por carotenoides, sendo



que as aves parasitadas tinham coloracdo com matiz diferentes, sendo menos conspicuas que
aves nao parasitadas.

As perguntas desse estudo foram: ha efeitos de parasitos causadores de maléria na
coloragao de plumagens por carotenoides e na condi¢do corporal de aves?; ambas condicao
corporal e coloragdo de plumagem podem predizer sobre o status de saide de individuos? A
primeira hipdtese foi de que ha um efeito negativo do parasitismo na condigdo corporal e
coloragdao de plumagem das aves; assume-se que os individuos parasitados devam apresentar
menor indice de condi¢cdo corporal, ja que alocam mais energia em resposta imune € menos
em reserva energética (Hamilton & Zuk, 1982). Espera-se também que individuos parasitados
tenham penas peitorais coloridas por carotenoides com colora¢cdes menos saturadas quando
comparados com individuos ndo parasitados. A segunda hipotese foi que houvesse uma
relacdo positiva entre ambos indice de condi¢cdo corporal e coloracdo de plumagem por
carotenoides em aves. Esperou-se que ambas tivessem correlacdo positiva, ja que individuos
capazes de forragear conseguiriam manter-se em com plumagens com maiores saturacdes €
com maiores indices de condi¢do corporal. Dessa forma, os objetivos desse estudo foram
determinar se ha relacdo entre parasitos causadores de malaria na condi¢do corporal e
coloragdo da plumagem de aves, assim como relacionar os indices de condi¢do corporal com
variaveis de coloragdo de plumagem, ambos indicadores de satde dos individuos, em uma

reserva do Bioma Cerrado, no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil.



2.0 MATERIAIS E METODO:

2.1 AREAS DE ESTUDO:

Foi realizada uma pesquisa exploratoria, a partir de registros visuais e auditivos, nas
seguintes areas para determinar a presenca de Aves com coloracao por carotenoides: Reserva
de Cerrado do Clube Caga e Pesca Itoror6 de Uberlandia, Fazenda Agua limpa e Campus
Gloria, estes dois ultimos pertencentes a Universidade Federal de Uberlandia. A Reserva de
Cerrado do Clube Caga e Pesca Itororé de Uberlandia, com 640 hectares e localizada em
acesso ao final da Avenida Nicomedes Alves dos Santos, no setor sul do municipio de
Uberlandia, entre as coordenadas 18° 59’ S e 48° 18 W, foi escolhida, ja que fora o local com
maior quantidade de aves para a realizacdo do estudo. Essa area ¢ caracterizada pelo clima
tropical sazonal, com temperaturas anuais médias de 22° C, elevacao de 863 m, e precipitacao
anual média de 1500 mm (Bachtold et al., 2012). A reserva tem dominagdo de fitofisionomia
de Cerrado sensu strictu (Oliveira & Marquis, 2002), com arvores entre 2 ¢ 8 m de altura

espacadas com um sub-bosque dominado por gramineas (Oliveira-Filho & Ratter, 2002).

2.2 CAPTURA DE INDIVIDUOS DE AVES E COLETA DE DADOS E AMOSTRAS DE

SANGUE:

Individuos de aves de diferentes espécies de aves passeriformes foram capturados
utilizando dez redes de neblina com malha de 36 mm, 12 m de comprimento por 2,5 m de
altura. As redes foram abertas e a captura conduzida entre 5 h e 12 h, de fevereiro a abril de
2016, apds a obtencdo de todas as licengas do CEMAVE/IBAMA (4064-1) e SISBIO (51261-

1). Totalizando 40 dias de campo e 280 h de esforco amostral. Espécie, peso e comprimento



do tarso direito foram registrados de cada individuo capturado. Todos os individuos
capturados foram anilhados de acordo com os parametros estabelecidos pelo Centro de
Pesquisas para Conservacao de Aves Silvestres (CEMAVE/IBAMA). Apods o anilhamento e
obten¢ao de medidas morfométricas, foi coletada uma amostra sanguinea da veia braquial de
cada individuo, contendo aproximadamente 50 uL de sangue, para analise molecular de
parasitos. Logo apoés a coleta, uma por¢do da amostra foi utilizada para preparar trés laminas
de esfregagos sanguineos. O restante da amostra foi preservada em etanol absoluto. As
laminas foram secas em campo e, em laboratorio, foram fixadas e coradas (detalhes a seguir).
Para a analise de coloragcdo de carotenoides, foram coletadas entre cinco e seis penas logo
abaixo da furcula de todos os individuos, as quais conservadas dentro de um microtubo para
posterior analise. Apos a coleta de dados e amostras, todos os individuos foram liberados no

mesmo ambiente em que foram capturados.

2.3 HEMATOLOGIA, DETECCAO DE HAEMOSPORIDEOS E MICROSCOPIA:

As laminas foram fixadas por imersdo em metanol 100% durante um minuto, e em
seguida, foram secas ao ar livre. Seguindo o protocolo de Valkiunas (2005), as laminas foram
imersas em corante Giemsa durante uma hora, e lavadas em agua corrente e colocadas para
secar ao ar livre. As laminas coradas foram examinadas em microscopio em aumento de 100x
em Oleo de imersdo, analisando 100 campos por lamina. Em cada campo foram registradas a
quantidade de células vermelhas e a presenca de parasitos dentro delas. O numero total de
eritrocitos infectados foi calculado com base no numero registado de eritrocitos (200 por
campo estimados), mas usando regra de trés com base no numero de parasitas presentes em

dez mil hemadcias (Valkiunas, 2005).



Para a identificar a presenca e a respectiva linhagem dos parasitos, foram adicionados
250 pL de tampao de lise (proteinase K) as amostras em alcool, coletadas em campo, e
deixadas em banho maria (60°C) por 18 horas. Em seguida, os microtubos foram agitados em
vortex por 15 segundo e depois centrifugados por 20 segundos a 14000 rpm. Foram
adicionados 125 pL de fenol (pipetando-se a fase do fundo) e depois 125 pL de cloroformio
para solubilizar as proteinas. Apds esse procedimento, as amostras foram centrifugadas por 5
minutos a 14000 rpm. A fase sobrenadante foi pipetada e depositada em outro novo
microtubo devidamente identificado, descartando os tubos com fenol-cloroformio em local
apropriado. Foram adicionados, ao novo microtubo, 300 pL de cloroférmio-alcool-isoamilico
1:24, invertendo-os cuidadosamente, e, depois, centrifugando por 5 minutos a 14000 rpm. A
parte inferior foi pipetada e descartada em local apropriado e depois foram adicionados 300
uL de cloroféormio, centrifugando novamente por 5 minutos a 14000 rpm. Apds retirar da
centrifuga, a fase inferior foi novamente pipetada e descartada em local apropriado. Assim,
foram adicionados 600 pL de isopropanol gelado e depois as amostras foram centrifugadas
por 20 minutos a 14000 rpm. Apos os vinte minutos, os tubos foram abertos e a parte liquida
foi descartada em local apropriado. O mesmo procedimento foi feito adicionando 600 pL de
etanol 70%. Apods retirada da centrifuga e descarte da parte liquida, as amostras foram
deixadas em estufa por 40 minutos para secagem do microtubo. Por fim, foram adicionados
30 pL de agua milli-q, para suspender o DNA, e as amostras foram armazenadas em freezer a
-20°C até analise.

Para a deteccdo molecular, o DNA extraido foi examinado para a presenga de
infeccdes de Plasmodium e/ou Haemoproteus por reagdo em cadeia de polimerase (PCR),
utilizando iniciadores 343F (59GCTCACGCATCGCTTCT39) e 496R
(59GACCGGTCATTTTCTTTG39), com base no protocolo descrito por Fallon et al. (2003).

Usando gel de acrilamida, uma banda de 195 pb foi testada para a presenga dos parasitos



causadores de malaria. Um fragmento de 524 pb do citocromo b do gene mitocondrial dos
individuos infectados foi amplificado por PCR aninhado utilizando os iniciadores HaemNFI
(CATATATTAAGAGAAITATGGAG) e HaemNR3
(ATAGAAAGATAAGAAATACCATTC) na primeira amplificacio e  HaemF
(ATGGTGCTTTCGATATATGCATG) e HaemR2 (GCATTATCTGGATGTGA
TAATGGT) na segunda, seguindo o protocolo de Helgreen et al. (2004). Apos a
amplificacdo, o resultado da PCR foi purificado com polietileno-glicol 8.000 20% e 2,5 M de
NaCl, seguindo o protocolo de Sambrook et al. (2001). Os produtos de PCR foram, em
seguida, sequenciados usando o método de sequenciamento DNA de Sanger et al. (1977).
Para eletroforese, foi utilizado uma plataforma ABI3730 (Life Technology/Thermo Fisher
Scientific), pela Myleus® (Belo Horizonte, MG, Brasil). Sequéncias foram organizadas e
avaliadas mediante a qualidade, seguindo o protocolo de Green (1994), e os conjuntos de
cromatogramas foram investigados usando o protocolo de Gordon et al. (1998). As
sequéncias foram analisadas em computador usando o programa ChromasPro Versdo 2.6, e
comparadas com a base de dados de MalAvi (Bensch et al., 2009), e em seguida, as
sequéncias foram depositadas no GenBank. Devido a fraca banda durante a execugdo da
segunda reacdo segundo Helgreen et al. (2004), somente cinco individuos parasitados
puderam ser identificados quanto a linhagem, sendo duas linhagens de Plasmodium e duas
linhagens de Haemoproteus. Por esse motivo, analise em relacdo a identidade dos parasitos

ndo foi incluida.



24 CALCULO DO INDICE DE CONDICAO CORPORAL: INDICE DE MASSA

ESCALAR E DE FULTON:

O indice de condigdo corporal de massa escalar foi calculado pela seguinte equacao:

bSMA
Li=u [LL—(: (Peig & Green 2009), em que pi e Li sao medidas de massa corporal e

comprimento de um individuo 1, respectivamente; Lo ¢ um valor arbitrario de L, como por
exemplo a média aritmética do valor de comprimento do tarso direito da populacao estudada;
e [l i € a massa corporal prevista para o individuo i quando a medida de comprimento corporal
¢ padronizada em Lo; bSMA ¢ o expoente escalar estimado por uma regressao SMA da massa
corporal (ui) pelo comprimento comporal (Li). A regressio SMA ¢ um erro no modelo das
variaveis que melhor considera a interdependéncia da massa corporal pelo comprimento (Peig
& Green, 2009). Para cada espécie o valor de bSMA retira qualquer efeito de confusdao do
crescimento da espécie, e ainda fica em concordancia com a teoria do dimensionamento de
expoentes de Green (2001). O expoente bSMA foi calculado indiretamente ao dividir o
declive de uma regressdo dos quadrados minimos ordinarios (OLS) da massa corporal pelo
comprimento corporal (ja que sdo medidas proximamente correlacionaveis) e ao dividir o
declive pelo coeficiente de correlacdo de Pearson. O indice de massa escalar, por levar em
consideracdo o coeficiente bSMA, ndo pode ser calculado para espécies com quantidade
menor que quatro individuos, sendo calculado somente para as espécies com numero de
individuos superiores a quatro. Entao, foi calculado outro indice, o indice de Fulton, incluindo

todos os individuos de todas as espécies, independentemente da quantidade de individuos por

espécie. O indice de Fulton ¢ calculado a partir da seguinte férmula: K = M/ L3 ,em que K ¢
o valor do indice, M ¢ a massa corporal e L o comprimento corporal. O expoente trés assume
um crescimento isométrico, em que a relacdo peso ¢ comprimento deve ser proxima a trés

(Peig & Green, 2010). A massa corporal se relaciona a quantidade de gordura armazenada,



considerando que, entre individuos de uma mesma populagdo, sejam comparaveis o tamanho,
a massa do contetido estomacal, a massa muscular e o estado de hidratagdao (Labocha &
Hayes, 2011). Assim, foi gerado um indice para todos os individuos, mas analisados

separadamente.

2.5 DETERMINACAO DA COLORACAO DA PLUMAGEM:

As penas guardadas em microtubo foram retiradas e colocadas em folha com plano
escuro, previamente testada, com indica¢do de cor preta e sem registros de ultravioleta. Foi
utilizado um espectrofotometro portatil de medigdo de reflectancia (USB4000; Ocean Optics),
e retirada uma medida com as penas sobrepostas no plano escuro, usando o programa
Spectrasuite 12.2 (Ocean Optics). As medigdes do espectrofotdometro geraram medi¢des de
reflectancias que foram restringidas entre os comprimentos de onda 300 até 700 nanometros,
sendo ranqueada de um a um nanOmetro, para a geragdo das curvas de reflectancia para cada
individuo. Foi utilizado o pacote Pavo do programa R (R core team, 2016, http://www.R-
project.org/) para a realizagdo das analises. A média das curvas de reflectancia foi suavizada
para uma curva do tipo 0.2 para todos os individuos, e a partir dessa foram geradas as
variaveis colorimétricas utilizadas na andlise. Como s6 foram capturados individuos de
coloragdo por carotenoides amarelos e vermelhos, as analises s6 foram feitas para essas cores
(ver proxima sessao para mais informagdes). A média de reflectancia de todos os individuos
obtiveram picos de reflectancia entre os comprimentos de onda 300 a 450 nanOmetros,
indicando presenca de coloragdo por ultravioleta. Por esse motivo, a varidvel, pico de
reflectancia em ultravioleta (S1.UV) foi incluida nas analises.

Como o sistema visual de aves ¢ tetracromatico, contendo comprimentos de ondas

curtas (s), médias (n), longas (I) e ultravioletas (uv) (Cuthill, 2006), foi gerada um modelo
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especifico para aves, formando um tetraedro com trés dimensdes de um plano cartesiano
(planos X, Y e Z). A partir desse sistema, foram feitos pontos, com medidas euclidianas,
utilizando os valores de reflectancia gerados de cada individuo, partindo do ponto de origem
acromatico (Endler & Mielke, 2005). Assim, as varidveis utilizadas no modelo foram a
saturacdo e matiz (Saks et al. 2003). A satura¢dao ¢ um ponto que esta entre o ponto de origem
acromatico e a coloracdo que ele representa. Se o individuo tivesse concentracdes de
carotenoides suficientes para ter uma saturacdo maxima, esse ponto seria o maior possivel.
Por esse motivo, cada individuo tem a saturacdo alcancada, que ¢ o ponto dividido pelo ponto
maximo possivel. A matiz, no modelo, ¢ dividida em dois angulos, j& que o tetraedro ¢ um
plano cartesiano de trés dimensdes, sendo 6 um angulo horizontal, azimute a partir do eixo X
positivo até o ponto R alcangado, ja o angulo ¢ ¢ vertical, sendo um angulo de elevacao do
plano X-Y até o ponto R alcancado, seguindo o protocolo de Endler &Mielke (2005). Ja o
croma do carotenoide, outra variavel utilizada na analise, ¢ uma variavel colorimétrica, sem

relacdo direta com o modelo do sistema visual de aves, que ¢ calculado seguindo a

R 700—R 450

00 sendo que R 700 ¢ o valor maximo de reflectancia no ponto do espectro

equacao:
em 700 e R 450 ¢ o valor de reflectancia no ponto em 450. Essa medida ¢ utilizada por ser um

estimador espectrofotométrico da concentracdo real de carotenoide de cada individuo

(Anderson & Prager, 2006).

2.6 ANALISE ESTATISTICA:

Todos os dados foram testados para os pressupostos de normalidade, a partir de
histogramas, e transformados quando necessario. Para saber qual varidvel explicaria melhor o
modelo e para estimar sobre a natureza das distribuicdes das variaveis, foram feitas

correlacdes entre as variaveis colorimétricas e entre as varidveis de condi¢do corporal,
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gerando o coeficiente de correlagdo de Spearman entre cada varidvel. Para a analise das
variaveis de condi¢ao corporal, todas as espécies foram incluidas (com exce¢dao de Nemosia
pileata, Tangara cayana, Cnemotriccus fuscatus, Tyrannus melancholicus e Cyclarhis
gujanensis para o indice de massa escalar), e para as variaveis colorimétricas, apenas seis com
dados de coloragdo foram analisadas  (Elaenia chiriquensis, Myarchus tyrannulus,
Myiothlypis ~ flaveola, Pitangus sulphuratus, Cyclahris gurjanensis e Tyrannus
melancholicus). Foram realizados modelos lineares generalizados mistos (GLMM), com a
espécie como fator aleatorio. No primeiro modelo a presenga/auséncia (variavel binaria) foi
colocada como varidvel explicativa e as variaveis, indice de massa escalar ou indice de
Fulton, como resposta. Para andlise das variaveis relacionadas a cor, foram realizados varios
GLMMs, tendo presenga/auséncia como variavel explicativa de todos os modelos e as
variaveis de cor como variaveis resposta (R alcangado, ¢, 0, croma de carotenoide, ponto
maximo de reflectdncia em ultravioleta). Para toda relacdo significativa, foram feitos novos
GLMMs, mas com parasitemia como varidvel explicativa. Foi feito também um GLMM
entre as varidveis colorimétricas e as varidveis de condi¢do corporal para saber se ambos
indicam indices de saude dos individuos.

Para a espécie Lanio cucullatus, Gnica com coloragdo avermelhada, foi feito um
modelo linear generalizado (GLM), utilizando somente machos (ja que s6 foram coletadas
amostras de penas para machos), com as varidveis de coloracdo como variavel resposta e
presenca/auséncia como variavel explicativa. Para aquelas variaveis com nivel de
significancia, foi feito também um GLM tendo como varidvel explicativa a parasitemia. Para
analisar se a presenca/auséncia de parasitos explicava a variagdo nos indices de condigao
corporal, foram feitos outros GLMs, com as varidveis de condi¢do corporal como variavel
resposta € a presenga/auséncia de parasitos como variavel explicativa, com sexo sendo

avaliado como possivel variavel de interacdo com a varidvel explicativa. Para aquelas
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varidveis com nivel de significancia, seguiu-se para a andlise de parasitemia. Todas as

analises foram feitas usando o programa R (R core team, 2016, http://www.R-project.org/).

3.0 RESULTADOS

Foram capturados 148 individuos, das familias Furnariidae, Parulidae, Vireonidae,

Tyrannidae, Thraupidae e Turdidae (TABELA 1), dentro dos quais 54 individuos estavam

parasitados com Plasmodium ou com Haemoproteus (Ordem Haemosporida), com 36,48% de

individuos infectados por parasitos causadores de malaria (FIGURA 1).

Tabelal: Familia e espécie dos 148 individuos de aves da ordem Passeriformes capturados na
reserva do Clube Caga e Pesca Itorord, no municipio de Uberlandia, Minas Gerais, mostrando
a quantidade de individuos parasitados por espécie.

Familia Espécie Quantidade Individuos
parasitados
Furnariidae Furnarius rufus 10 1
Parulidae Myiothlypis flaveola 20 5
Thraupidae Lanio cucullatus 26 11
Nemosia pileata 4 3
Tangara cayana 6 4
Turdidae Turdus leucomelas 13 6
Turdus amaurochalinus 23 7
Tyrannidae Cnemotriccus fuscatus 2 1
Elaenia chiriquensis 21 8
Myiarchus tyrannulus 7 1
Pitangus sulphuratus 9 3
Tyrannus melancholicus 4 2
Vireonidae Cyclarhis gujanensis 3 2
Total 148 54
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Figura 1: Presenga de Haemorproteus sp., em aumento 100x sob imersdo de o6leo, em um
individuo de Nemosia pileata nos locais (ampliados) indicados por um circulo.

Nenhuma das varidveis resposta obtiveram indices de correlacdo de Spearman
suficientemente altos para que alguma delas fosse retirada da analise em detrimento da outra.
Nao foi encontrada relagdo entre as variaveis de parasitismo com as varidveis de condi¢do
corporal. Quanto aos modelos que relacionaram as variaveis de cor com presenga/auséncia de
parasitos, somente o ponto R alcangado (p<0,05; R2=-0,163; Chisq=52,12; GL=1) e croma de
carotenoide (p<0,05; R*=-0.290; Chisq=30,85; GL=1) foram explicados negativamente pela
presenca de parasitos. Somente essas duas variaveis foram relacionadas com parasitemia, uma
vez que a presenca de parasitos explicava a reducdo dos valores das variaveis de cor. Nos
modelos que relacionavam parasitemia com o ponto R alcangado e com croma de carotenoide,
somente o primeiro (p=0,01 R*=-0,664; Chisq=3,36; GL=1) foi explicado pela parasitemia
(TABELA 2). Dessa maneira, para cada aumento de uma unidade na parasitemia, diminui-se

0,02 no ponto R alcancado, explicando 66,4% da variagdao (FIGURA 2).
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Tabela 2: Relagdes dos modelos lineares generalizados mistos, entre as varidveis resposta
(variaveis de cor ou de condi¢dao corporal) e as variaveis explicativas (presencga/auséncia ou
parasitemia), com os valores significancia (p), varidncia (S?), desvio padrio (DP), Chisg, grau
de liberdade (GL) e R?. As relacdes significativas (p< 0,05) estdo marcadas em negrito.

Variaveis / Variaveis Presenca/Auséncia | Parasitemia
de cor |/ parasitismo

Ponto R alcangado Valor de p < 0,05 Valor de p =0.01
$’=-0,24; DP=0,03  S’=-0,02; DP=0,01
R*=-0,16 R*=-0,66
Chis1=52,127; GL=1 Chisq=3,36; GL=1
Angulo 0 Valor de p= 0,49 -
$’=-0,12; DP=0,17
R*=-0,41 -
Chisq=0,46; GL=1 -
Angulo ¢ Valor de p= 0,61 -
$’=0,03; DP=0,06 -
R*=-0,55 -
Chisq=0,25; GL=1 -
Croma de Carotenoide Valor de p < 0,05 Valor de p=0.24
$’=-0,34; DP=0,06  S’=-0,02; DP= 0,02
R*=-0,29 R*=-0,88
Chisq=30,85; GL=1  Chisq=6,40; GL=1
S1.UV Valor de p= 0,47 -
$*=-0,01; DP=0,01
R*=-0,24 -
Chisq=0,50; GL=1 -
Variaveis Variaveis | Presenga/Auséncia | Parasitemia
de Condicao Corporal/ parasitismo
Indice de massa escalar Valor de p=0,17 -
S$’=-2,40; DP= 1,79
R*=-0,05 -
Chisg=1,12; GL=1
Indice de Fulton Valor de p= 0,28 -
$’=-0,11; DP=0,06
R*=-0,30 -
Chisq=1,80; GL=1
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Figura 2: Relacdo dos individuos parasitados de aves de colora¢do amarela com a parasitemia,
mostrando uma correlagdo negativa.

Quanto aos GLMMs que relacionaram as varidveis de condicdo corporal com as
variaveis de coloracdo, somente a varidvel ponto alcangado em R (p= 0,04; R?*=-0,753;
Chisq=4,47; GL=1) e o angulo 0 (p< 0,05; R2=—0,933; Chisq=0,07; GL=1) tiveram relagao
com o indice de massa escalar (TABELA 4). Ja o indice de Fulton foi relacionado somente

com o ponto R alcancado (p< 0,05; R2=—0,9O3; Chisq=4,18; GL=1).
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Tabela 4: Resultados dos modelos lineares generalizados mistos entre as variaveis de
coloracdo e as de condicdo corporal. Os valores de p significativos (< 0.05) estdo marcados
em negrito, juntamente com os valores de varidncia (S?), desvio padrio (DP), Chisq, grau de
liberdade (GL) ¢ R*.

Varidveis Variaveis Indice de Fulton Indice de massa escalar
de cor / de Condigao corporal

Ponto R alcangado p= 10,03 p= 0,04
$%=0,12;DP=0,06  $*=0,005:DP=0,002
Chisq=4,47, GL=1 Chisq=4,18; GL=1
R?*=-0,903 R*=-0,753

Croma de carotenoide p= 0,62 p=0,23
$%=-0,04;:DP=0,09 S$’=0,004;DP=0,003
Chisq=0,24; GL=1 Chisq=1,43; GL=1
R?*=-0,947 R*=-0,893

Angulo 0 p=0,78 p< 0,05
$%=0,06;DP=0,22  $?=-0,01;DP=0,005
Chisq=0,07; GL=1 Chisq=7,63; GL=1
R*=-0,963 R*=-0,933

Angulo ¢ p=0,70 p=0,82
$%=0,02;DP=0,07  $?=-0,004;DP=0,002
Chisq=0,13; GL=1 Chisq=0,04; GL=1
R?*=-0,982 R?*=-0,934

S1.UV p=0,43 p=0,71
$%=0,02;DP=0,02  S*=0,002;DP=0,001
Chisq=0,60; GL=1 Chisq=0,13; GL=1
R?*=-0,729 R*=-0,853

Para Lanio cucullatus, a varidvel presenca/auséncia de parasito ndo explicou a
variagio em condicdo corporal, mas foram explicadas pelo sexo (p< 0,05; R*=0,41;
Chisq=0,66; GL=1 para o indice de Fulton; p< 0,05; Chisq=385,84; R2=O,53; GL=1 para o
indice de massa escalar), com machos tendo, em média, maiores indices de Fulton e de massa
escalar que fémeas. Ja para as andlises de coloragdo, os modelos lineares generalizados
(GLM) mostraram relacio somente para as variaveis ponto R alcancado (p< 0,05; R*=0,61;
Chisq=0,37; GL=1) e croma de carotenoide (p<0,05; R’>=0,65; Chisq=1,42; GL=1) com a
presenca/auséncia de parasitos. A parasitemia também explicou negativamente a variacdo em
ambas variaveis de coloragdo, ponto R alcancado (p< 0,05; R2=0,50; Chisg=0,31; GL=1) e

croma de carotenoide (p< 0,05; R?=0,4887: Chisg=1,09; GL=1). Sendo que, para cada
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aumento de uma unidade de parasitos, o R diminuiria 0,14, com explicagdo de 41,65%

(Figura 3).
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Figura 3: Relacdo negativa entre Parasitemia e ponto R alcangado contendo somente
individuos da espécie Lanio cucullatus.
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4.0 DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos de parasitos causadores de malaria em coloracao
por carotenoides e em indices de condi¢cdo corporal. Coloragao por carotenoides tem sido
considerada como indicador de satde de individuos (Hill et al., 2009), assim como indices de
condigdo corporal, que sdo medidos através da relagdo entre massa corporal e alguma medida
estrutural do corpo, como o tarso de uma ave (Peig & Green, 2009). Os resultados revelaram
uma correlagdo negativa entre dois indices de condi¢do corporal e uma medida de carotenoide
depositadas em plumagens de aves (ponto R alcangado e angulo 0). E possivel propor que ha
um trade-off entre o investimento em reserva energética e aparentar-se mais saturado
mediante a coloragdo por carotenoides. Carotenoides sdo relativamente escassos em alimentos
e espécies coloridas de aves tem custos envolvidos em termos de energia, principalmente pelo
tempo gasto procurando por recursos alimentares (Simons et al., 2012). No presente estudo,
houve relacdo negative entre indices de condicdo corporal e varidveis de coloracdo de
plumagem para espécies tanto com colora¢do amarelada quanto avermelhada, como em Lanio
cucullatus. Os ornamentos vermelhos sdo, em geral, resultados da biotransformagao do hidro-
carotenoide amarelo em keto-carotenoide vermelho (McGraw, 2006). Esse processo requer
reacdes de hidrogenagdo e oxidacdo (de Blas et al., 2016). O status oxidativo dos individuos
de aves influencia na atividade de enzimas responsaveis por processos oxidativos e de
hidrogenagao, indicando a capacidade do individuo em lidar com o estresse oxidativo, ligado
a transformagdo de carotenoides (Johnson & Hill, 2013). Estudando a biotransformagao de
carotenoides em Alectoris rufa (Galliformes: Phasianidae), na Espanha, de Blas et al. (2016)
viu que quanto maior a producao de cor, maior € o estresse oxidativo. Assim, se carotenoides
podem ser obtidos somente pela dieta (McGraw, 2006), ha custos relacionados para a
biotransformacao e para a busca. Aqueles individuos que investem na produgdo de plumagem

com coloracdo de carotenoides ndo apresentam altos indices de condi¢do corporal. Negro et
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al. (2001), estudando a relacdo dos pigmentos carotenoides e condi¢do em Anser anser
(Anseriformes: Anatidae), na Espanha, identificaram uma correlagdo negativa entre a
concentragdo total de carotenoides e a condigdo corporal, corroborando com os resultados
encontrados no presente estudo. Outro fator importante a ser analisado, ¢ que carotenoides,
além de serem utilizados para sinalizagdo em plumagens, sdo utilizados como reserva
energética, ¢ quando estdo no tecido adiposo, ndo tornam-se prontamente disponiveis para
outras funcdes (Hill et al., 2002). Negro et al. (2011) também mostraram que ha grandes
quantidades de carotenoides em reservas energéticas de gansos. Ja Metzger & Bairlein (2011)
estudando a relagdo de carotenoides obtidos pela dieta e a reserva energética em Sylvia borin
(Passeriformes: Sylviidae), na Alemanha, observaram que a saturagdo de gordura subcutanea
aumenta com a suplementacdo por carotenoides. Dessa maneira, quando hd demanda
energética para atividades relacionadas a manutenc¢do individual, os carotenoides tendem a
permanecer em reservas energéticas, explicando a correlagdo negativa entre indices de
condicao corporal e coloragdo por carotenoides encontradas no presente estudo. A hipotese de
que ambas variaveis sejam correlacionadas positivamente para indicar satde dos individuos
ndo foi corroborada, uma vez que ambas sdo custosas energeticamente. Como também, a
utilizagdo de carotenoides como reserva energética, aumenta o desbalanco para a utilizagao
em plumagens.

Além da importancia de carotenoides como fator para reserva energética e a
sinalizagdo em plumagem de aves, esses elementos também sdo importantes para a resposta
imune (Lozano, 1994). No presente estudo foi encontrada uma relagdo linear e negativa entre
0 quao saturado um individuo ¢ e a propor¢cdo de eritrocitos infectados por parasitos
causadores de maléaria. Em aves, novamente um trade-off entre investimento em estruturas
ornamentais por carotenoides e fungdes relacionadas a manutencdo individual tem sido

proposto (Mgller et al. 2000). Aqueles individuos que apresentam mais carotenoides nos
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tegumentos, o fazem por que (a) ingerem mais carotenoides obtidos pela dieta (Goodwin
1984), (b) a constitui¢do genética desses individuos para a absor¢do de carotenoides ¢ mais
eficiente, e/ou (c) estdo livres de parasitos e doengas, e, por esse motivo, ndo necessitam
desviar a obtencao de carotenoides para fun¢des ndo ornamentais (Surai & Speake, 2001).
McGraw & Ardia (2003), estudando a relacao entre pigmentos carotenoides, fungao imune e
coloragdo sexual em Taeniopygia guttata (Passeriformes: Estrildidae), nos Estados Unidos,
viram que machos com maiores dietas naturais de sementes com carotenoides, obtiveram
maior concentragdo de carotenoides circulantes no sangue, ¢ desenvolveram coloragdes mais
saturadas no bico. Esses machos analisados também mostraram respostas imunes mediadas
por células e respostas imunes humorais significativamente maiores, quando comparados a
individuos que nao tinha as mesmas quantidades na dieta. Fenoglio et al (2002) estudando a
relacdo do sistema imune e a carotenoides em Gallinula chloropus (Gruiformes: Rallidae), na
Italia, também mostraram um aumento da imunidade mediada por células como resultado da
suplementagdo por carotenoides. Assim, o trade-off entre ornamentacdo por carotenoides e
imunocompeténcia mostra que ao montar uma resposta imune, hd custos relacionados a
quantidade de carotenoides disponiveis para outras funcdes. Dessa maneira, individuos
parasitados, ao ingerirem carotenoides, precisam direcionar a utilizagdo desses pigmentos
para a resposta imune, € ndo para coloragdo, reserva energética e condi¢do corporal, o que
explica a relagdo negativa encontrada no presente estudo. Como consequéncia, o parasitismo
faz com que individuos aparentem menos saturados para outros individuos de aves, ja que
alocam carotenoides para requerimentos de manutencao individual. Aguilera & Amat (2007),
estudando tal relagdo em Carduelis chloris (Passeriformes: Fringillidae), na Espanha, viram
que houve uma reducao de 25% de carotenoide plasmatico, quando comparados a individuos
controles, sem estresse imune. Esse fato também se relaciona com os resultados encontrados

no presente trabalho, em que também mostrou uma relagdo linear e negativa entre o croma de



21

carotenoides, estimador espectrofotométrico da concentragdo real de carotenoide de cada
individuo (Anderson & Prager, 2006), com a presenca de parasitos. Individuos parasitados,
tiveram, portanto, possivelmente menor eficiéncia para adquirirem recursos ricos em
carotenoides, investiram mais em resposta imune e exibiriam uma plumagem menos saturada
e com menor concentracdo de carotenoides depositados nas penas. Ornamentos baseados em
carotenoides possibilitam individuos a sinalizarem o status de saude passado e presente, a
partir do quao saturados estdo (ponto R alcancado). No entanto, carotenoides s6 podem ser
alocados para sinalizagdo se ndo estiverem sendo usados para outros fatores (Sepp et al.,
2011), como mostram os resultados do atual estudo. Assim, aves, ao serem eficientes em
mostrar uma plumagem conspicua durante a muda, mostram status de saude maior no
proximo periodo reprodutivo (del Cerro et al., 2010), considerando que a maioria das
infecgdes por malaria sdo cronicas (Valkitinas, 2005), o que influencia na sele¢do sexual de
machos (Alonso-Alvarez et al., 2004).

Estudos observacionais e experimentais apontam que fémeas de aves preferem machos
com coloragdes mais intensas de plumagem do que individuos menos intensamente coloridos
(Pike et al., 2007). MacDougall & Montgomerie, (2003) estudando a relagdo de carotenoides
e preferéncia de fémeas em Carduelis tristis (Passeriformes: Fringillidae), no Canada,
observaram que fémeas preferiram machos que tinham mais acesso a carotenoides, e tinham
coloracdo por carotenoides mais saturadas. Assim, machos que conseguem produzir
ornamentos mais elaborados de carotenoides estdo sinalizando suas habilidades em resistir a
parasitos, doencas e estresse oxidativo, vivendo, portanto, maior tempo quando comparado a
individuos que nao correspondem com essas perspectivas. Os resultados de MacDougall &
Montgomerie, (2003) vao de acordo com a hipdtese da selecdo sexual mediada por parasitos,
que diz que fémeas se beneficiariam ao associar-se com machos mais intensamente coloridos,

nao por serem forrageadores mais eficientes ou por que sdo imunocompetentes, mas sim, por
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que tem um genoma adaptado a resisténcia parasitaria, que pode ser herdada a descendentes
(Hamilton & Zuk, 1982), podendo, inclusive, direcionar o uso de carotenoides ornamentos
sexuais sem ter efeitos negativos sob o sistema imune (von Schantz et al., 1999). No presente
estudo, aves parasitadas tiveram menor concentracao de carotenoides depositadas nas penas e,
por sua vez, plumagem menos saturadas. Toomey & McGraw (2012), estudando preferencia
de fémeas em machos com coloragdo por carotenoides em Haemorhous mexicanus
(Passeriformes: Fringillidae), nos Estados Unidos, notaram que fémeas conseguiam
discriminar machos com coloragdes correspondentes a concentragdes diferentes de
carotenoide plasmatico. Dessa maneira, os estudos de Toomey & McGraw e MacDougall &
Montgomerie, (2003) mostram que fémeas conseguem ndo s discriminar diferentes
saturagdes de carotenoides como também preferem machos com maiores saturagdes. Futuros
estudos poderiam explorar a preferencia e discriminacdo para cada espécie analisada no
presente estudo, para ver, se fémeas prefeririam machos com plumagem mais saturada e com
maior concentragdo de carotenoide. Assim, saberiamos, se, de fato, ha efeito dos parasitos na
selecdo sexual de individuos de populacdes naturais de aves.

Os efeitos de parasitos em individuos de populagdes naturais de aves em uma area de
Cerrado brasileiro podem ser relevantes, tanto no que diz respeito a sele¢do sexual, quanto a
manutengdo individual. Aves parasitadas tem penas com menores concentragdes de
carotenoides e menores saturacdes quando comparados a individuos nao parasitados. Isso
acontece ja que ha um trade-off entre resposta imune e deposicdo de carotenoides em
plumagens. Sendo que aqueles individuos parasitados, direcionam carotenoides para
responder contra parasitos ao invés de depositar carotenoides em tegumentos. Esses
resultados sdo importantes, uma vez que estudos demonstraram que fémeas conseguem
discriminar diferengas na saturagdo e preferem machos com maiores concentragoes de

carotenoides, sugerindo o qudo importantes parasitos sao para a sele¢do sexual em populagdes



23

naturais de aves. Além disso, foi feita uma relagdo entre dois indices previamente adotados
como sendo referencia para o status de saude dos individuos, que sdo os indices de condicao
corporal e a coloracao de plumagem por carotenoides. A relagao negativa entre os dois mostra
mais uma vez um ftrade-off em manter a condicdo corporal e investir em coloragao por
carotenoides. Sendo que aqueles que investem em coloracdo, ndo tem altos indices de
condi¢do corporal. As relagdes de trade-off entre condigdo corporal/resposta imune e
coloragdo por carotenoides sugerem o quanto parasitos podem influenciar populacdo no
ambiente natural. Futuros estudos poderiam avaliar a discriminagdo de coloragdao e

preferencia de fémeas, analisando os efeitos de parasitos na sele¢do sexual de aves.
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