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RESUMO

A comunicacdo entre os animais é bastante varidvel, havendo inUmeros mecanismos, como
sinaliza¢des sonoras, visuais, mecanicas e quimicas. Nas aves, displays, cantos e combinacdes
de cores sdo as formas mais comuns. A coloracdo pode ser produzida por meio de pigmentos
ou através da organizacao estrutural de queratinas e melaninas nas penas, estando propenso
a deterioracdo devido a abrasdao ou danos induzidos por organismos degradantes, e esta é
uma caracteristica normalmente avaliada durante a selecdo de parceiros e usualmente
determina as chances reprodutivas, por sinalizar qualidade individual. Porém, os processos
gue regulam a producdo de coloragbes estruturais ainda sdo pouco conhecidos. A Estacdo
Ecolégica de Aguas Emendadas (ESECAE) estd localizada na regido administrativa de
Planaltina, 46km da regido central de Brasilia, e esta inserida no bioma Cerrado. O tiziu
(Volatinia jacarina) é uma espécie migratdria, dicromatica, granivora, cujos machos
apresentam uma plumagem nupcial preto-azulada iridescente durante seu periodo
reprodutivo. Nesse contexto, os objetivos do estudo foram: analisar possiveis diferencas na
abundancia de bactérias queratinoliticas presentes nas penas de machos e fémeas de tiziu e
investigar como a abundancia dessas bactérias influencia a coloracdo. Apds capturados com
rede de neblina, foram coletadas, com swab, amostras bacterianas da cabeca e dorso dos
individuos. As amostras foram armazenadas em PBS e inoculadas nos meios TSA e FMA para
crescimento e posteriormente quantificagdao de UFCs. Adicionalmente, foram coletadas penas
de contorno da cabecga e dorso para analise de coloragao em espectrofotometria de luz. As
variaveis colorimétricas (brilho, saturacdo total, saturacdo UV e matiz) foram reduzidas a
partir de PCAs e os escores utilizados nas andlises. Apesar das elevadas quantidade de UFCs
em ambos os meios e da variedade, ndao houve efeito significativo no que diz respeito as
relacOes entre bactérias e coloracdo, para o meio TSA, assim como, para o meio FMA, tanto
para os machos quanto para as fémeas. Assim como, ndo houve nas varidveis colorimétricas.
Com relacdo a abundancia de bactérias, foram encontradas diferencas morfoldgicas de varios
tipos além de detectar a maior presenca de bactérias gram-positivas. A diferenca no nimero
de bactérias queratinoliticas pode estar relacionada a organizacdo estrutural de melaninas e
gueratinas das penas, ou ainda, a composicdo da microbiota pode ser mais importante do que
a abundancia total no processo de degradacdo estrutural das penas.

Palavras-chave: Coloragdo. Degradacgdo de queratina. Sele¢ao sexual.



1 Introducao

Compreender como 0s animais se comunicam e quais 0s processos estdao envolvidos,
sdo assuntos bastantes complexos e que tem sido uma tematica bastante estudada. Busca-se
uma melhor interpretagao tanto das regras envolvidas na organizagao das sociedades animais,
qguanto das bases evolutivas responsdveis pela estruturacdo dos sistemas de comunicacdo
vocal (FREEBERG et al., 2012; FITCH, 2010). Ha inumeras formas de comunicag¢do acustica no
reino animal, cetaceos, por exemplo, emitem sons continuos com frequéncias de 200Hz e
1KHz que podem ser captados ha quilémetros de distancia. Em outros grupos, pode haver
especializacbes para a emissdo de sons como nas aves, através da siringe, ou através das
pregas vocais nos mamiferos, além de comunicacdes por ultrassom como nos quirdpteros
(acima de 20.000Hz), ou seja, o que difere os sons entre as espécies sdao a frequéncia e
amplitude (ELEMANS et al., 2015; BRIEFER, 2012). H4 também comunicacdo quimica, que
acontece através da liberacao de substancias como feromonios, como observado nas abelhas
(KLEIN et al., 2010).

Nas aves, a presenca de penas modificadas e coloridas geralmente sao
resultado de um aumento na competicdo e maior especificidade nos critérios de escolha dos
parceiros (ANDERSSON, 2006). Sabe-se que os tragos sexuais secundarios, como a
ornamentacdo da plumagem, refletem o estado de saude dos individuos, por exemplo, alguns
rivais podem saber do estado de saude, status de dominancia, capacidade de combate,
simplesmente visualizando a colora¢do da plumagem (GREENE, 2000). Por outro lado, as
fémeas podem escolher parceiros para acasalamento com base em uma coloracdo mais
saturada ou brilhante, logo, a evolugdo dessas caracteristicas complexas deve-se a atuacdo da
selecdo sexual (HILL, 1990).

A coloracao da plumagem das aves pode ser derivada da presenca de pigmentos como
carotendides, melaninas, porfirinas ou da organizacdo da camadas de queratina e melanina,
responsaveis pelas chamadas coloragcdes estruturais. Em relacdo a coloracdo baseada em
pigmentos, melaninas e carotendides sdao os pigmentos mais comumente encontrados em
aves. Os carotendides, por exemplo, sdo responsaveis pela maior parte da coloracdo amarela,
laranja e vermelha (BRUSH, 1990). Por outro lado, coloracGes baseadas em melanina
produzem as tonalidades pretas e marrons nas penas (MCGRAW 2006). A principal diferenca

entre os dois pigmentos é que carotenoides ndo podem ser sintetizados metabolicamente,



sendo obtidos exclusivamente por meio da dieta (HILL, 1992). Além disso, os carotendides
podem ter efeitos fisioldgicos, fungdes como antioxidantes ou imunoestimuladores (LOZANO,
1994).

A melanina, por sua vez, pode ser sintetizada metabolicamente, com isso, o uso
potencial de colora¢des baseadas em melanina como um sinal honesto da qualidade individual
é um pouco menos evidente. No entanto, evidéncias recentes sugerem que, em algumas
espécies, a sinalizacdo por melanina pode indicar variacdes em condi¢des reprodutivas ou
mesmo nos niveis de estresse oxidativo (GRUNST, 2014).

Ha alguns anos foi descoberto que certas bactérias podem degradar as penas de aves
e influenciar a expressdo das caracteristicas dessas penas (CLAYTON 1999). Essas bactérias
pertencem a um grupo polifilético de microorganismos que sdo conhecidos por sua
capacidade de hidrolisar a queratina. No entanto, ainda existem poucas evidéncias in vivo de
como elas podTem influenciar a condi¢do da plumagem das aves (CRISTOL, 2005). A queratina
é uma molécula que tem fungdes estruturais e faz parte da constituicdo dos bicos, penas e
algumas estruturas epidérmicas das aves. A presenga dessa molécula foi vital nos processos
de adaptacdo dos animais a diferentes ambientes naturais, pois atuam como barreiras
mecanicas, estruturais e térmicas (BUSSON, 1999). Essa macromolécula é composta por uma
cadeia de polipeptidio e sdo diversificadas em sua estrutura molecular. As varia¢gdes das
gueratinas tém sido bastantes estudadas, no entanto, hd uma baixa similaridade das
sequéncias e uma grande diferenca entre as moléculas que sao encontradas. Enquanto a alfa
gueratina é encontrada em todos os vertebrados, a beta queratina é encontrada
exclusivamente em répteis e aves. A alfa queratina é formada por uma hélice onde a estrutura
peptidica se enrola em torno dela, essa estrutura confere forca e elasticidade a pena, visto
que a alfa queratina é ligada por pontes de dissulfeto, além de possuirem alta concentracao
de aminodcidos hidrofdébicos, tornando a estrutura insolivel em 4gua. A beta queratina, por
outro lado, possui uma estrutura polipeptidica quase toda estendida, conhecida como folha
beta (BRUSH, 1996).

As penas sao 0s materiais queratinosos mais abundantes encontrados na natureza e
compdem a parte estrutural das aves. Estudos anteriores demonstraram que agdes de
determinadas bactérias degradam e modificam a estrutura das penas, o que altera a
resisténcia da queratina, facilitando a acdo dos animais consumidores e, consequentemente,

aumentando a digestibilidade das penas (ONIFADE, 1998).



A espécie Volatinia jacarina, comumente conhecida como tiziu, € uma espécie
migratdria, que se desloca para regides no centro do Brasil para reproduzir. Esta ave apresenta
dicromatismo sexual, ou seja, os machos possuem uma plumagem preto-azulada brilhante
que tem um componente estrutural, ja as fémeas apresentam uma cor marrom-oliva na parte
superior e amarelo-amarronzado na inferior. Compreender a relacdo entre a presenca de
bactérias capazes de degradar queratina e a colora¢do da plumagem de individuos de tiziu,

Volatinia jacarina.

2 Fundamentagao tedrica

2.1 Coloragdo, evolugao e fun¢ao

As aves formam um grupo extremamente diverso onde varias espécies apresentam
ornamentos elaborados, como arranjos, plumas ou enfeites coloridos. A presenca dessas
estruturas reflete os efeitos da competicdo entre individuos e principalmente da escolha de
parceiros (GREENE, 2000). A evolucdo da coloracdo é reflexo de pressdes naturalmente ou
sexualmente selecionadas. Coloracbes que evoluiram por meio de selecdo sexual usualmente
carregam informacdes sobre a salde, o status de dominancia ou a capacidade de combate
dos individuos que carregam o sinal (ARNOLD, 2002). A coloracdo das penas é derivada
principalmente pela presenga de pigmentos, os mais comuns sendo carotendides e
melaninas., que sdo considerados sinalizadores da qualidade das plumagens (HILL, 2002). No
caso dos pigmentos, a cor das penas é produzida devido a interacdo da luz com o respectivo
pigmento. No caso de carotenoides, que produzem cores que variam do amarelo ao vermelho,
todas as demais cores sdo absorvidas, refletindo apenas as colora¢ées amarelo-avermelhadas.
As melaninas sdo responsdveis por gerar coloracdes que vao do marrom ao negro. Penas
brancas indicam a auséncia de melanina e penas negras sugerem a presenca em demasia do
pigmento (STAVENGA et al, 2011).

No entanto, as cores também podem ser formadas pelas propriedades estruturais das
penas, nelas existem estruturas semelhantes a prismas que fazem a reflexdo da luz, gerando
cores brilhantes e iridescentes. A ocorréncia de despigmentacdo das cores em penas pode
prejudicar os individuos em interacdes competitivas intraespecificas, assim como, pode
reduzir o potencial de sinalizagdo da plumagem durante apresentagdes sexuais (DOUCET, et

al, 2007). As bactérias degradadoras de penas sdo conhecidas por sua capacidade de hidrolisar



a beta-queratina, que compdem mais de 90% da massa de penas, desgastando o cortex de
queratina exterior (SHAWKEY et al, 2003). A melanina é sintetizada pelo préprio organismo,
devido a isso a determinacdo da saude do individuo é menos evidente. Ainda ndo se sabe se
o pigmento colabora de fato para atividades com efeito imunolégico (GRUNST, 2014). Por
outro lado, existem estudos que revelaram que a degradacdo de penas por bactérias parecem
aumentar o brilho das penas azuis, permitindo que as estruturas azuis de dispersao da luz
reflitam mais feixes luminosos, ou seja, o pigmento é degradado juntamente com a queratina
e a estrutura presente semelhante a um prisma é deformada, conferindo um maior brilho

(SHAWKEY et al. 2007).

2.2 Selegao sexual

A teoria da selecdo sexual é definida como um mecanismo seletivo resultante da
competicdo reprodutiva e selecdo de parceiros sexuais que visa explicar a evolucdo de tracos
sexuais elaborados (DARWIN, 1871; ANDERSSON, 2006). Porém, dispor de caracteristicas
elaboradas é caro para seus portadores, e assim, fornecem as fémeas indicadores confidveis
de qualidade masculina de saude, forca para defesa de territérios, aptidao para o cuidado
parental (SEARCY, NOWICKI; 2005). Em aves, a plumagem é uma das caracteristicas
sexualmente selecionadas mais bem estudadas em animais (McGRAW, 2002), as cores
brilhantes sdo consideradas um classico exemplo da expressao de padrdes extremos que se
manifestaram através da selecdo sexual (DARWIN, 1871). Estas cores brilhantes,
principalmente em machos, tém sido destacadas como modelos ideais para averiguar os
diferentes tipos de informacdo que podem ser repassados por caracteristicas ornamentais
(HILL; McGRAW, 2006).

Uma variedade de sinais morfoldgicos, comportamentais e fisioldgicos de cada
animal que evoluiu em contextos sociais, influenciara nas decisdes daqueles que irdo receber
osinal (WESTNEAT, 2012; RUXTON, SCHAEFER; 2011). A confiabilidade de sinais é dependente
dos custos associados a sua produgdo, ostentagdo e/ou manutengdo, e uma parte importante
dos custos de manutencdo esta relacionada aos recursos alocados para evitar a degradacao

do sinal (HORROCKS et al, 2012).
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Qualquer sinal baseado na organizacao estrutural esta sujeito a deterioracao devido a abrasao
ou danos induzidos por microorganismos degradantes de estruturas proteicas, como a
queratina, através da producao de enzimas proteoliticas alcalinas (queratinase) que removem
essas particulas; tambem pode-se incluir a digestdao anaerdbia de residuos de penas (GUPTA,
RAMNANI, 2006; CORTEZI, 2009). Assim, esses sinais podem exigir custos adicionais de
manutenc¢do relacionados a defendé-los da exposicdo ao meio fisico e biolégico (RUIZ-

RODRIGUES et al, 2015).

2.3 Queratina

Queratinas sao proteinas insollveis e fibrosas encontradas em animais vertebrados,
apresentando como principais funcdes a organizacdo estrutural e protecdo. Elas estdo
presentes na composicdo de pélos, peles, unhas, cascos, penas e escamas (BUSSON et al.
1999). A queratina é formada pelo conjunto de unidades de aminoacidos chamados de
polipeptideos, possuindo uma massa molar média de 10.000 g mol-1, possuem residuos de
cisteina numa proporc¢ao de 7 a 20% da quantidade total de residuos dos aminodcidos, um
componente importante presente na beta-queratina. A queratina pertence a classe de
proteinas fibrosas formada por pontes dissulfeto inter ou intramolecular, proporcionando um
uma caracteristica rigida e tenaz por causa da formacdao tridimensional das fibras de queratina
que formam uma rede. Essa substancia proteica dispde de cadeias polipeptidicas fortemente
aderidas entre si num arranjo paralelo (MOORE et al, 2006). A queratina possui cadeias
proteicas compactadas na forma de estruturas conhecidas como alfa hélice ou folha beta
pregueada, possuem um alto nivel de enovelamento e apresentam ligacGes inter e
intracadeia, a exemplo das ligacdes de dissulfeto, pontes de hidrogénio e interacdes
hidrofdbicas, concedendo resisténcia a degradacao proteolitica, insolubilidade e estabilidade

(BRANDELLI, 2010).

2.4 Bactérias degradadoras de queratina

Devida a conformacdo da queratina, alfa hélice ou folha beta pregueada, a degradacao

do polipeptideo ndo ocorre através da agao das proteases comuns como tripsina, a pepsina e

a papaina. Apesar da queratina ser muito resistente a agdo proteolitica, na natureza ocorre o



11

processo de decomposi¢cdo por meio de microorganismos queratinoliticos, capazes de utilizar
a proteina como fonte de energia, degradando-a através da produc¢do de queratinases, ou
seja, enzimas com melhor capacidade de degradar a queratina em comparacdo com as
proteases (OLIVEIRA, 2006). A presenga de microorganismos queratinoliticos na natureza é
recorrente, visto que podem ser encontrados em ambientes variados, sendo esses tanto
mesofilos quanto termofilos. Assim, produzir queratinase tende a ser comum, uma vez que 0s
microorganismos sempre atuaram na ciclagem de matéria organica. Dentre os
microorganismos, os que mais se destacam na produc¢ao de queratinases sao gram-positivos.
O género Bacillus tém maior representacdo, hd varias descricdes de espécies que possuem o
potencial queratinolitico como B. licheniformis, B. subtilis, B. cereus, B. pumilis, B. pumilus, B.
megaterium, B. pseudofirmus, B. halodurans. Os gram-negativos também possuem
capacidade queratinolitica, embora estejam em menor representatividade, tendo como
exemplo alguns géneros como Aeromonas sp., Vibrio sp., Serratia spp., Paracoccus spp.
Chryseobacterium spp. e Stenotrophomonas spp. (DAROIT, 2011). Bactérias, que podem
digerir a queratina, modificam sinais baseados em cor, bem como caracteristicas que sinalizam
a capacidade imunoldgica dos detentores. Ao avaliar tracos que sinalizam de maneira
confiavel a capacidade imunoldgica, os receptores dos sinais sdao capazes de escolher parceiros
menos infectados, com genes que conferem resisténcia a patdgenos, que poderdo ser
herdados por seus descendentes, visto que a boa condicdo corporal do individuo informada
pela coloracdo é uma caracteristica passada geneticamente (BURTT; ICHIDA, 1999; SHAWKEY
et al., 2007).

3 Metodologia

3.1 Area de estudo

A drea de estudo estd inserida no bioma Cerrado, cuja vegetacdo é bastante
diversificada, variando de formas campestres, como os campos limpos, a formacoes florestais
densas, como os cerraddes. A Estacdo Ecolégica de Aguas Emendadas (ESECAE)
(15°33’17.37”’S; 47°35’51.81"’0) estd localizada na regido administrativa de Planaltina, 46km
da regido central de Brasilia. A regido apresenta um clima considerado subtropical,
caracterizado por uma estacao fria e seca noinverno e outro quente e imida no verdo (DANNI-

OLIVEIRA, 2007). Na Estacdo, ha a predominancia da vegetacdo do tipo campos, veredas e de
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cerrado strictu sensu, a mata de galeria estd presente, porém, em menor proporg¢do
(FERREIRA, 1976; MAURY et al.,1994; SILVA JUNIOR; FELFILI, 1996), cerrado denso e mata
mesofitica, chamada de floresta estacional ou mata seca (SEDUMA, 2008). As areas sao
compostas por uma por um fitofisionomia de cerrado ralo com forte influéncia antrdpica,
gramineas exodticas, arbustos e arvores afastadas consistem o local. Fale um pouco da

localizagdo, no entorno da reserva em contato direto com a rodovia.

3.2 Espécie de estudo

O tiziu, Volatinia jacarina, é um passeriforme granivoro da Familia Thraupidae, seu
tamanho é aproximadamente de 11,5 centimetros de comprimento e pesa cerca 10 gramas.
Sdo vistos geralmente aos pares no periodo reprodutivo e, passado esses momentos,
costumam estar reunidos em bandos, chegando a dezenas de individuos. E uma espécie que
migra da AmazOnia para o Brasil Central durante seu periodo reprodutivo, que ocorre de
novembro a abril e durante essa estacao, fazem uma demarcagao pontual do territério e agem
isoladamente (MURRAY Jr. 1982; ALMEIDA; MACEDO, 2001).

Durante a estacao reprodutiva, os machos realizam muda gerando uma plumagem
negro-azulada iridescente, com manchas subaxilares brancas, e defendem seu territério com
forte demarcacdo, embora o sejam pequenos, além de agirem isoladamente (MURRAY Jr.
1982; ALMEIDA;

MACEDO, 2001). Os machos apresentam um display para demarcar o territdrio,
caracterizado por saltos verticais de um poleiro e, com o bater das asas, exibem a mancha
branca subaxilar, junto com a emissdo da vocalizacdo tipica da espécie (CARVALHO et al.,
2007). Os machos, fora da estacdo reprodutiva, apresentam uma coloracao parda, o que faz
com gue os mesmos se assemelhem as fémeas ou a individuos imaturos (CARVALHO et al.,
2006) (WEBBER, 1985).

Estudos passados demonstraram que a condicdo corporal do individuo estd
diretamente relacionada as caracteristicas espectrais da plumagem negra no periodo da muda
(DOUCET, 2002). Particularmente, a plumagem tende a expressar a qualidade individual dos
machos, visto que durante a muda é associada as caracteristicas de coloragcdo (DOUCET, 2002)
e a velocidade que ela ocorre, desse modo relaciona-se a carga parasitdria (COSTA; MACEDO,

2005).
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3.3 Procedimentos gerais

Para a captura dos animais foram utilizadas de quatro a seis redes de neblina (12x2,6m)
posicionadas em locais pré-definidos no turno matutino antes do nascer do sol, uma vez por
semana. Enquanto os individuos ainda estavam na rede, foi coletada uma amostra bacteriana
do dorso e cabeca dos individuos com o uso de um swab, que foi imediatamente mergulhado
em aproximadamente 1 ml de solugdo estéril salina (PBS), para evitar contaminagao. Apds a
coleta, o material foi mantido em temperatura ambiente. Na sequéncia, foram registradas as
medidas corporais e de massa dos individuos. Adicionalmente, foram coletadas de cinco a sete
penas de contorno da cabega, dorso superior e inferior para andlise de coloracdo em
espectrofotometro de luz. As penas foram armazenadas em cartdes de papel com
identificacdo do individuo, fixadas com fita crepe e embaladas em papel aluminio e mantido
em ambiente seco e fresco. Os animais foram marcados com sequéncias Unicas de trés anilhas
plasticas coloridas e uma prateada com um cddigo alfanumérico do CEMAVE e soltos

posteriormente.

3.4 Crescimento e identificagcdao bacteriano

Foram utilizados dois meios de cultura diferentes para obter o crescimento bacteriano,
o TSA (Tryptic Soy Agar) (Difco, Detroit, MI) e o FMA (Feather Meal Agar) contendo 15 g L
farinha de pena, 0,5 g L't NaCl, 0,30 g L't K2HPO4, 0,40 g 1 KH2PO4, e 15 g L 4gar (SANGALI,
BRANDELLI; 2000). O TSA é um meio ndo seletivo, que estimula o crescimento de uma
ubiquidade de microrganismos, por isso o uso dele permite a quantificacdo da carga total de
bactérias presentes nas penas. Ja o FMA, por ser um meio seletivo, foi usado para estimular
obter o crescimento de bactérias cujo potencial de degradacdo de queratina seja evidente.
Devida a presenca de queratina de penas como sua Unica fonte de carbono, as bactérias que
se desenvolvem nesse meio tém a capacidade queratinolitica. A partir da amostra em PBS, foi
feito o plagueamento de 100 puL em ambos os meios usados, TSA e FMA, e incubados a 37 °C.
Os periodos de crescimento sdo diferentes, o TSA necessita de 48h na estufa e o FMA de 14
dias, pois a fonte de nutriente para estes microrganismos sdao carbono e nitrogénio, devido

guebra mais lenta das moléculas por bactérias queratinoliticas. Inicialmente, foi realizado o
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primeiro plagueamento em meio TSA, a partir da amostra em PBS, apds 48h a 37 °C foi
verificado o crescimento da estirpe e em seguida, utilizando uma alga estéril, foi inoculado em
meio FMB (Feather Meal Broth) e crescido por 72h a 37 °C. A partir deste indculo, foi realizado
o plagueamento de 100 pL em meio FMA e incubado por 14 dias para obter a bactéria
queratinolitica (SANGALI, BRANDELLI; 2000). Para a contagem de UFC (Unidade Formadora de
Coldnias), foram realizadas triplicatas dos plagueamentos, em ambos os meios de agar. A
suspens3o bacteriana foi diluida até a poténcia de 107% em PBS e posteriormente semeada nas
placas. Apds o periodo de crescimentos pré-estabelecido, foi realizada a leitura das placas
através da contagem das col6nias. Apds essa etapa, o numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) em cada placa foi contado, somado e obtido uma média dos valores. Para cada
tipo de meio para estimar o total das cargas bacterianas degradantes (MILES, MISRA; 1938).
As colbnias bacterianas podem ser classificadas por meio de metodologias variadas,
uma delas é a identificacdo de morfo-tipo das col6nias, cada género tende a apresentar um
aspecto morfoldgico que permite uma nocdo de qual organismo estd sendo observado.
Basicamente, as bactérias sdo classificadas por trés critérios: forma, elevagcdao e margem, além

de utilizar uma identificagdo quimica, a coloragdo de gram (PRADHAN, 2017).

3.5 Medidas de coloracao

As penas coletadas foram organizadas uma sobre a outra para imitar a disposicao
natural das penas no passaro. A coloracdo das penas foi analisada com um espectrofotometro
USB4000 com uma fonte de luz de xendnio pulsada PX-2250-750 nm, para captar o
comprimento de onda entre 300nm e 700nm. A sonda foi mantida em um angulo de 90° em
um ambiente onde é excluida toda interferéncia de luz externa. A distancia entre a sonda e as
penas foi de 2mm. Foram realizadas trés medidas diferentes para cada conjunto de penas das
areas amostradas da plumagem, sendo registrada a média de refletdncia por area por
individuo. A partir desses espectros foi calculado a matiz (comprimento de onda de maxima
refletdncia), o brilho (area total sob a curva de reflexdo entre 300-700 nm) e o croma do
comprimento ultravioleta (a proporgdo de refletancia total entre 300-400 nm) (HART; HUNT,

2007).

3.6 Analise de dados
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Ao analisar a coloragdao da plumagem iridescente preto-azulada uma andlise de
componentes principais foram utilizadas para ordenar as seguintes varidveis: brilho, matiz,
saturacdo e saturacdo de UV, objetivando a reducdao do numero de varidveis potenciais
correlacionadas. Posteriormente, as cargas dos componentes selecionados foram utilizadas
como variaveis resposta em modelos lineares gerais. Os dois primeiros eixos gerados (PC1 e
PC2) explicaram 60% da variacdo dos dados. O primeiro componente principal (PC1) estd
correlacionado negativamente com brilho, saturagao e saturagao de UV, ou seja, quanto maior
os valores da PC1, menos brilho nas plumagens e menos saturadas no UV, ja na componente

principal dois (PC2) esta fortemente correlacionado ao brilho de forma positiva.

Tabela 1: Coeficientes para os trés primeiros componentes de uma andlise de componentes
principais para seis varidveis relativas as caracteristicas do espectro de reflexao de penas do
manto de machos de tiziu.

Variavel PC1 PC2 PC3 PC4
Brilho -0.10 0,99 -0.04 -0.05
Saturagdo -0.60 -0.013 0.22 0.76
Matiz 0.57 0.065 -0.53 0.61
Saturagdo de UV -0.53 -0.10 0.81 0.61
Variancia explicativa (%) 0.60 0.85 0.95 1.00

Foi realizado um modelo linear generalizado, para avaliar a existéncia na diferenca do
numero de bactérias e a condicdo corporal do individuo. O sexo dos individuos, a riqueza de
espécies queratinoliticas e a abundancia de colbnias identificadas nos meios foram utilizados
como varidveis explicativas. Todas as analises foram realizadas no programa R por meio do

pacote PAVO (MAIA, 2016).

4 Resultados
4.1 Diversidade bacteriana

A predominancia nas amostras foi de apenas um perfil morfolégico crescida nos meios,
em alguns casos ocorreu o crescimento de duas ou trés variedades, porém soé foi identificado

este crescimento diversificado no meio TSA.
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Foram analisadas 176 amostras, ou seja, 176 individuos foram capturados e para cada
individuo foi usado somente um swab, sendo 109 fémeas e 67 machos. Em TSA, houve o
crescimento de 123 amostras e em FMA 53 amostras, a diferenca entre a quantidade em
ambos os meios de cultura foi devida a especificidade do meio FMA, devido a este fator nao
houve o crescimento de todas as amostras. Todas as amostras tiveram registros de aspecto
morfolégico e quimico (Tabela 1). Foi encontrado uma alta taxa de bactérias gram-positivas
sendo mais da metade (55,68%) possuindo esta caracteristica quimica e pouco menos da

metade (44,31%) sendo gram-negativa.

Tabela 2 — aspectos morfolégicos e quimicos das bactérias em TSA e FMA.

Quantidade
Caracteristica analisada Meio de cultura TSA Meio de cultura FMA
Pigmento
Amarelado 41 13
Amarronzado 50 8
Branco 29 30
Laranja 3 2
Forma
Circular 123 53
Elevacdo
Elevada 55 0
Achatada 62 53
Convexa 6 0
Margem
Regular 123 53
Densidade
Opaca 67 53
Translucida 56 0

Consisténcia

Amanteigada 50 6



Pegajosa
Mucoide
Seca
Superficie
Brilhante
Cremosa

Embacada

Coloragao gram
Coco; gram +
Coco; gram -
Bacilo; gram +

Bacilo gram -

16

57

52

67

67

31
16

17

44

52

38
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Embora tenha ocorrido o crescimento de uma variedade bacteriana nos meios de
cultura, ndo foi possivel determinar nada relacionado ao género e espécie, visto que as
informacdes obtidas de parametros morfolégicos e quimicos ndo sdo suficientes, e analise

molecular esteve fora do alcance durante a realizagao da pesquisa.

4.2 Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)

As unidades formadoras de col6nias foram obtidas no prazo de 48h para o meio TSA e
14 dias para o meio FMA. As col6nias crescidas em TSA apresentaram instabilidade com
relacdo a concentragdo que havia no PBS e no pré-indculo feito em TSB. Essa divergéncia ndo
possibilitou que todas as diluicbes fossem as mesmas, cujo objetivo era padronizar na
poténcia 10°°. As UFCs foram entdo contabilizadas nas poténcias 10, 10 e 10°®. As UFCs do
FMA também foram contabilizadas entre as poténcias 10, 10 e 10®. Apesar disso, s foram
utilizados os valores obtidos em 10 nos dois meios de cultura. Para o meio TSA ocorreu uma
variacdo de 2x10°®a 280x10°® demonstrando assim a grande inconstante na quantidade de
bactérias presentes no indculo além de mostrar que ha uma grande quantidade de bactérias
generalistas (Fig. 1), ja para o FMA 12x10°%a 64x10® o que também confirma a oscila¢do entre
as dilui¢bes, porém, o resultado apresenta uma menor quantidade de bactérias nesse meio

seletivo em relacdo ao meio ndo seletivo, o que era esperado para se encontrar (Fig. 2).

Figura 1: UFC crescidas em TSA (quatro individuos diferentes).
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Figura 2: UFC crescidas em FMA (trés individuos

diferentes).

4.3 Relagdes entre bactérias e coloragao

Das 176 amostras de penas negro azuladas e swabs, 109 s3ao pertencentes as fémeas
e 67 aos machos. As questdes de diferenca na quantidade de UFC em ambos os meios, foram
analisadas e nos dois sexos em meio TSA ndo houve uma diferenca significativa nos valores
obtidos de UFC, assim como para os meios FMA tanto para os machos quanto para as fémeas
o resultado ndo demonstrou significancia para o crescimento de bactérias UFC - TSA (GLM; t
=-0,170; p=0,866), e UFC-FMA (GLM; t = 1,518; p = 0,134). Os valores totais obtidos das UFCs
sobre média e desvio padrdo foram: UFC — TSA 51,28+59,73 (média + DP) e UFC — FMA
14,12+19,11 (média + DP); entre fémeas e machos os valores foram: UFC —TSA 55,30 + 19,86
(® média £ DP) e 44,74 + 17,95 (@ média + DP); UFC — FMA 14,66 + 19,86 (& média + DP) e

19,86 + 17,95 (@F média + DP).
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Além disso, do total de amostras, os valores obtidos para as PCAs investigadas foram
utilizados para explicar se existe algum efeito das bactérias na cor dos machos. O primeiro
componente esta carregado positivamente pela matiz e negativamente pela saturagao e
saturacao UV. Dessa forma, as cargas usadas nas andlises representam variagdes individuais
nessa escala do componente, ou seja, valores altos das cargas do PC1 representam individuos
com valores altos para matiz, mas baixos para saturacdo e saturagdao UV e o segundo
componente (PC2) esta fortemente correlacionado ao brilho de forma negativa, por isso este
componente nao foi considerado por ter apenas um parametro respondendo, logo, somente
o valor do brilho foi usado.

Foram encontrados os valores totais de brilho de 6,52+1,52 (média + DP); de saturacao
0,19 + 0,04 (média + DP); de saturacao de UV 0,04 + 0,24 (média £ DP); e de matiz 650,653 +
88,49 (média + DP). Entre machos e fémeas os valores obtidos foram brilho 6,09 + 1,08 (@7
média + DP) e 6,78 + 1,68 (3 média  DP); saturacdo 0,18 + 0,04 (& média + DP) e 0,21 + 0,04
(@ média + DP); saturacdo UV 0,23 + 0,04 (£ média + DP) e 0,26 + 0,04 (¢f média + DP);

matiz 693,11 + 35,77 (& média + DP) e 581,56 + 104,15 (@ média + DP).

5 Discussao

As analises iniciais das quatro varidveis demonstraram que as relacdes entre as bactérias
e a coloracdo ndo tiveram efeito significativo (p < 0,05). Dentro das variaveis colorimétricas, o
resultado encontrado de PC1 e PC2 demonstrou a nao significancia, com isso, nao é possivel
determinar os efeitos, sejam eles negativos ou positivos na condicdo corporal do tiziu, em
ambos 0s sexos.

Estudos passados demonstraram que a condicdo corporal do individuo estd
diretamente relacionada as caracteristicas espectrais da plumagem negra no periodo da muda
(DOUCET, 2002). Particularmente, a plumagem tende a expressar a qualidade individual dos
machos, visto que durante a muda é associada as caracteristicas de coloracdo (DOUCET, 2002)
e a velocidade que ela ocorre, desse modo relaciona-se a carga parasitaria, uma vez que a
qualidade individual esta atrelada a vivacidade da cor (COSTA; MACEDO, 2005).

Outros autores, encontraram efeitos significativos em que nos machos uma cor

estrutural mais brilhante estaria ligada a maior abundancia de UFCs. A explicacdo dada para
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isso, carga bacteriana e cor, pode ter surgido de varias maneiras, por exemplo, através da
defesa de territérios, seguidos de comportamentos de cuidados de saneamento individual.
(SHAWKEY, 2007).

Ainda assim, embora o resultado ndo indique relagao entre a carga bacteriana e a cor,
autores como POIANI et al. (2000), sugerem que a dominancia dos machos pode acarretar
custos de saude. Similarmente, Sturnus vulgaris com cargas de trabalho reprodutivas
aumentadas experimentalmente tinham numerosas associacdes bacterianas em suas penas
do que os individuos com cargas de trabalho reduzidas (LUCAS et al. 2005), talvez porque eles
dedicaram menos tempo para o comportamento de saneamento. Pdssaros negro azulados
mais brilhantes também podem criar um numero maior de aves jovens do que os mais
“apagados” e, assim, investir mais energia na reproducdo, deixando menos para auto-
manutengao (SIEFFERMAN; HILL, 2003).

No entanto, talvez ndo seja tdo certeiro saber se as bactérias teriam tais efeitos, algumas
dessas bactérias podem ser benéficas (LOMBARDO et al.,, 1999), e as aves mais brilhantes
podem ter mais capacidades de adquirir ou aumentar o crescimento dessas bactérias do que
as aves menos brilhantes. Em particular, algumas bactérias podem excluir competitivamente
o crescimento de bactérias patogénicas, como a microbiota da pele humana (TANNOCK,
1995). Para que tal resultado possa ser encontrado, este trabalho teria que ir além, com
demonstracdes de efeitos entre as possibilidades de associados bidticas existentes no
organismo e nas penas dos individuos, assim, seria viavel detectar se as bactérias
queratinoliticas teriam uma atividade solitaria ou se de fato haveria um trabalho conjunto
destas interagdes da microbiota.

Contrapondo, as bactérias podem alterar diretamente a cor da plumagem (SHAWKEY;
HILL, 2004). Se os machos mais brilhantes tém mais bactérias, porque as bactérias afetam as
penas de uma forma que aumenta o brilho, espera-se ver uma correlacdo mais forte entre a
abundancia de UFC queratinolitica e a cor do que entre a abundancia total de UFC e a cor
(SHAWKEY, 2007).

Embora os valores ndo significativos obtidos através das analises ndo demonstrarem
efeitos, outro resultado interessante que foi descrito neste trabalho é a questao da morfologia
microscopica das colonias bacterianas. Tais aspectos, relacionados a coloragdo gram, podem

auxiliar na compreensao do porqué ndo houve efeito na condigdo corpdrea e na coloragao.
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Foram identificadas no meio TSA 98 estirpes com caracteristica gram positiva (31
bacilos e 67 cocos) e 25 gram negativas (16 bacilos e 8 cocos) em meio FMA 42 gram positivas
(4 cocos e 7 bacilos) e 25 gram negativos (4 cocos e 7 bacilos). Shawkey, Pillai e Hill (2008)
isolaram 22 taxons de bactéria, dois destes taxons crescidos em FMA possuiam caracteristica
gram-negativos (Pseudomonas pseudoalcaligenes, Pseudomonas putida) e o restante foi
gram-positivo. Dos géneros isolados, a atividade queratinolitica foi relatada anteriormente em
Bacillus (EL-SHORA et al., 1993; BURTT; ICHIDA, 1999; SHAWKEY et al., 2003), Streptomyces
(NOVAL; NICKERSON, 1959; BOCKLE et al., 1995; ICHIDA et al., 2001), Arthrobacter (LUCAS et
al., 2003) e Pseudomonas (LUCAS et al., 2003; SHAWKEY et al., 2003). Porém, Daroit (2011)
afirma que bactérias com essa propriedade queratinolitica esta relacionada as gram positivas,
sendo o género Bacillus com maior representacdo, além de ter relatos de espécies que
possuem o potencial queratinolitico como B. licheniformis, B. subtilis, B. cereus, B. pumilis, B.
pumilus, B. megaterium, B. pseudofirmus, B. halodurans, ele diz que os géneros como
Aeromonas sp., Vibrio sp., Serratia spp., Paracoccus spp. Chryseobacterium spp. e
Stenotrophomonas spp., classificados como gram negativos tem o potencial porém sao a
minoria. Isto corrobora com os resultados deste trabalho serem similares ao citado
anteriormente, com relagdo a quantidade de gram positivo e negativo, ainda assim nao é
possivel auferir a relagao do tipo de bactéria que estava presente, visto que, seria necessario
a identificacdo bioquimica e/ou molecular de cada estirpe crescida para verificar se estariam
enquadradas dentro de alguns destes taxons ja descritos como queratinoliticos.

A coloracdo estrutural azul, no entanto, é criada por mecanismos inteiramente
diferentes do que a coloracdo baseada em pigmentos (PRUM et al., 1999; SHAWKEY et al.,
2003), e a evolugdo da coloracdo estrutural azul é provavelmente impulsionada por diferentes
pressdes; por exemplo, ha pouca evidéncia de que as fémeas escolher parceiros com base na
coloracdo estrutural (BALLENTINE; HILL, 2003; LIU et al., 2006), embora possa ser usado em
machos - competicdo masculina (SIEFFERMAN; HILL, 2005).

Outros estudos mostraram correlagGes entre a plumagem cor e abundancia de
parasitas (HILL,2006). Bactérias degradadoras de penas podem afetar diretamente a cor do
passaro, destruindo farpas coloridas entre a muda e a época de reproducdo. Bactérias
degradadoras de penas parecem aumentar o brilho das penas azuis estruturais, desgastando
o cortex externo de queratina, permitindo que as estruturas azuis de dispersao de luz reflitam

mais luz (SHAWKEY et al., 2007).
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Este fator entdo, demonstra que a nao relagao entre as cargas bacterianas e as cores
encontrada deve-se, possivelmente ao fato de que conjuntos inteiros de microrganismos
podem ser necessarios para a quebra de penas na natureza. Além disso, certas bactérias
queratinoliticas podem ser mais efetivas na quebra de penas do que outras, mas podem nao
ser numericamente dominantes. A relagdo entre essas importantes bactérias queratinoliticas
e a cor da plumagem pode ter sido afetada nas analises.

Ainda assim, as relagdes entre estes fatores sdao importantes para compreender
aspectos de interacdo, sejam eles de competicdo ou acasalamento. Lynn e Cole (2019)
testaram outros efeitos nos parametros da cor e as preferéncias femininas, como contraste
na matiz, saturacdo e brilho, que tiveram efeitos significativo e foi determinado o efeito, em
que as fémeas detectavam a variacao e, faz com que cada uma das medidas de contraste seja
uma potencial escolha de acasalamento. Os sinais de cores complexos, altamente
polimérficos, estdo ligados a selecdo sexual, neste trabalho por ndo ter tido efeito nado foi
possivel determinar niveis de sinais possiveis nas interacdes entre os sexo, mas de acordo com
Trigali e Bowman (2012), a saturacdo UV mais elevada em macho do que em fémeas
demonstra mais dominancia e, entre os juvenis, os machos foram mais propensos a serem
dominantes e tém maior cintilancia UV do que as fémeas, sugerindo que satura¢dao UV pode
sinalizar sexo, que estd associado a dominancia. Porém, ha trabalhos mostrando que a
plumagem pode sinalizar agressividade ou vontade de lutar (SMITH; HARPER, 1988; VEDDER
et al., 2010), em vez do verdadeiro dominio. Em nossa espécie de estudo, a agressividade e a
dominancia estdo relacionadas, de modo que as aves dominantes sdo mais propensas a iniciar
interacGes agressivas e ganha-los, por isso ndo ha necessidade de uma distincdo entre
agressividade e dominancia. Ornamentos multiplos podem transmitir mensagens diferentes,
ser redundantes ou variar em confiabilidade (MOLLER; POMIANKOWSKI, 1993), e os
diferentes componentes da cor da plumagem podem ser relacionados a diferentes
caracteristicas (SILVA et al., 2008). Por isso, o ndo efeito significativo encontrado ndo permite
apresentar as formas dessas transmissGes de sinais ou ainda se ha diferenca na forma que é
passada, pois, machos apresentam a iridescéncia com mais evidencia e as fémeas nao
possuem este artificio.

Na literatura ha relatado que os animais podem explorar essa caracteristica da
iridescéncia de varias maneiras. Em primeiro lugar, a direcionalidade de cores iridescentes

pode permitir que os animais direcionem seus sinais nos receptores pretendidos, tais como
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companheiros ou rivais. De fato, muitas espécies parecem ter evoluido modificacdes
ultraestruturais que aumentar a direcionalidade de sinais iridescentes, como barbulas de
penas em angulo em aves (OSORIO; HAM, 2002).

Os tizius que habitam dareas diferentes, de cerrado e regides amazonicas, estdo sendo
influenciados por fatores divergentes nestes biomas, esta diferenca poderia influenciar na
forma que a cor é transmitida e como poderia ser afetada. Estudos mostram que outra
caracteristica Unica das cores iridescentes é que, dependendo da base mecanismo e
visualizacdao da geometria, eles podem ser excepcionalmente brilhantes e saturados em um
grau que normalmente nao é cores baseadas em pigmentos (por exemplo, Vukusic et al. 1999;
Osorio & Ham 2002). Para produzir sinais visuais conspicuos, os animais devem usar cores que
geram um alto grau de contraste contra o fundo (Endler, 1990). Como as cores iridescentes
sao tao brilhantes e saturadas, elas podem produzir sinais altamente visiveis que geram alta
contraste visual cromdtico e acromatico contra fundos naturais, que geralmente sdao mais
escuros e menos saturados (por exemplo, casca, vegetacdo, cascalho; Endler 1980; Endler &
The'ry 1996; Endler et al. 2005). Sombrio cores iridescentes, como iridescéncia azul-preto,
também podem produzir sinais que geram alto contraste acromatico por serem mais escuros
do que o fundo visual (por exemplo, DOUCET et al., 2007).

De fato, varios estudos sugerem que a coloragao iridescente estd associada a variagao
na condigao, e um estudo experimental demonstrou uma conexao direta entre o estresse no
desenvolvimento, a arquitetura nanoestrutural e a cor iridescente em uma borboleta (KEMP
et al., 2006). Além disso, as estruturas responsaveis pela producdo de cores iridescentes sao
muitas vezes localizados na superficie dos animais e cores podem, portanto, ser mais
suscetiveis ao desgaste e rasgo do que as cores baseadas em pigmentos, como sugerido por
padrdes de ruptura da barbela em aves (FTZPATRICK, 1998) e danos em escala dependentes
da idade em borboletas (KEMP, 2006). Essas caracteristicas de cores iridescentes destacam
sua adequacdo como indicadores de idade ou qualidade em algumas espécies. No entanto,
ainda precisamos de um melhor entendimento do desenvolvimento de cores iridescentes para
determinar se e como o estresse no desenvolvimento pode afetar as nanoestruturas
produtoras de cores, uma vez que foi dito que a unido de fatores pode estar relacionada ao

desgaste da estrutura.
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6 Consideracgoes finais

Os achados mostraram que ndao hd relacdo entre a presenca de bactérias
gueratinolitica e a coloracdo. Observamos que apesar de haver grandes quantidades de UFCs
presentes em ambos os meios, esta variedade ndo influenciou nos valores dos parametros
colorimétricos, matiz, saturacdo, brilho e saturacdo de UV além de nao ter diferenca entre os
machos e as fémeas, tanto quantidade de bactérias como no efeito sob a coloragdo. Ainda
que os resultados ndo demonstrem efeitos significativos no momento nos individuos de
Volatinia jacarina, pouco se entende este mecanismo de degradacdo da estrutura das penas
in vivo que viabilizam a coloragdo estrutural, visto que ha inimeros fatores que podem altera-
la. Estudos futuros devem focar, principalmente, no aumento do nimero amostral e na analise
de outros parametros de coloragdo para assim poder extrair resultados que podem trazer
novas perspectivas no que tange a condicdo corporal e a iridescéncia dos tizius, assim como
utilizar métodos moleculares para a identificacdo e investigar mais as caracteristicas quimicas

de gram.
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