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Resumo

Coloragao estrutural é aquela produzida pela interagdo da luz com estruturas
nanométricas de diferentes indices de refracdo, que irdo reforgar a reflexdo de determinados
comprimentos de onda. Uma das caracteristicas particulares a esse tipo de coloragdo é que as
estruturas podem estar organizadas de forma a produzir uma coloragdo que muda suas
caracteristicas de acordo com o angulo de incidéncia da luz e de observagio; esse tipo de
coloragao ¢ denominado coloragdo iridescente. Dessa forma, utilizando como modelo de
estudo o tiziu (Volatinia jacarina), cujos machos apresentam durante a estacdo reprodutiva
uma plumagem nupcial negro-azulada iridescente, de origem estrutural, essa dissertacao teve
como objetivos: (1) caracterizar nanoestruturalmente as barbulas das penas da plumagem
nupcial de machos de tiziu, identificando as estruturas ¢ os mecanismos responsaveis pela
produgdo de sua cor; (2) verificar possiveis fontes de variagdo em caracteristicas da coloracao,
relacionadas a aspectos ecologicos e sociais da espécie; e (3) testar hipoteses adaptativas
relativas ao conteudo de informacao que esses sinais visuais podem conter. Para atingir esses
objetivos, foram combinadas metodologias de trabalho de campo, espectrofotometria,
microscopia eletronica e modelagem Otica. As estruturas responsaveis pela producgdo de cor
nas barbulas analisadas sdo uma camada delgada de queratina e a camada de melanina que se
encontra abaixo dessa. Alteragdes das propriedades 6ticas da melanina oferecem melhores
modelos preditivos da cor, sugerindo diferencas em relagdo ao conhecimento acumulado na
literatura até o presente momento. Foram identificadas relagdes entre caracteristicas da
coloracdo e aspectos da qualidade individual e da idade dos machos, sugerindo que essa

caracteristica possa ser um sinal honesto na comunicacdo visual dessa espécie.

Palavras-chave: Selecao sexual, ornamentos sexuais, hipotese da desvantagem, maturagao

atrasada de plumagem, modelagem de filme fino, filopatria.
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Abstract

Structural coloration is produced through the interaction of light with nanometric
structures of different refractive indexes, which results in reinforcement in the reflection of
certain wavelengths. A peculiar characteristic of this type of color is that structures may be
organized so that color properties change in relation to the angle of incidence of the light and
of the observer; this kind of color is called iridescent coloration. Thus, using the Blue-black
Grassquit (Volatinia jacarina), a species in which males molt to a structural blue-black
iridescent plumage during reproduction, as a model organism, the objectives of this
dissertation were (1) to nanostructurally characterize feather barbules from male nuptial
plumage, identifying structures and mechanisms responsible for color production; (2) to
verify possible sources of variation in color characteristics associated to ecological and social
aspects of this species; and (3) to test for adaptive hypotheses as to the information content
that such visual signals may have. To meet these objectives, field, spectrometry, electron
microscopy and optical modeling methodologies were combined. A thin keratin layer over a
melanin layer are responsible for color production in the analyzed barbules. Changes in
melanin optical properties, however, resulted in better predictive models, suggesting
differences as to what has been published so far. Relationships between coloration
characteristics and male quality and age were also identified, suggesting that this

characteristic may be an honest signal in this species’ visual communication system.

Keywords: Sexual selection, sexual ornaments, handicap hypothesis, delayed plumage

maturation, thin-film modelling, philopatry.



Capitulo 1

Caracterizagdo nanoestrutural de barbulas de penas de machos

de tiziu (Volatinia jacarina) e mecanismos de producdo de cor
INTRODUCAO

A sinalizacdo visual exerce um papel essencial na comunicagdo de aves, fato este que
pode ser constatado pela visdo altamente acurada de cores (Cuthill 2006), além da diversidade
e ubiqiiidade de ornamentos e coloragdes encontradas nesse taxon (Gill 1994). Em interagdes
sociais, aspectos da coloragdo de caracteres sexuais secundarios podem prover diversas
informagdes a respeito do individuo, tais como sua qualidade genética (Figuerola et al. 1999),
agressividade (Part & Qvarnstrom 1997), ou estratégia de investimento na prole (Badyaev &
Hill 2002), podendo assim influenciar a sua resposta em interacdes agonisticas (Alonso-
Alvarez et al. 2004) ou intersexuais (Yezerinac & Weatherhead 1997).

Existem basicamente duas formas de produc¢do de cor em penas de aves. Cores
pigmentarias sdo produzidas devido as propriedades quimicas dos pigmentos e de sua
concentragdo nas penas, pois irdo absorver e refletir diferenciadamente os comprimentos de
onda. Os principais grupos de pigmentos envolvidos nesse processo sao os carotenoides
(responsaveis pelos tons vermelhos, laranjas e amarelos; McGraw 2006a) e as melaninas (que
produzem cores negras, marrons e tons rufos; McGraw 2006b). Entretanto, esses pigmentos e
suas combinagdes ndo produzem todos os tons de cores observados em aves; por exemplo,
ndo existem pigmentos azuis conhecidos (Bagnara et al. 2007), e rarissimos casos de

pigmentos verdes (McGraw 2006c¢).



De fato, cores podem ainda ser produzidas nao devido a propriedades quimicas de
pigmentos, mas por propriedades fisicas das estruturas da pena. Quando a luz interage com
estruturas nanométricas de diferentes indices de refragdo e proporcionais ao seu comprimento
de onda, diversos tons de azul, violeta e ultra-violeta podem ser produzidos; esse tipo de
coloragao ¢ denominado coloragdo estrutural (Prum 2006). Nas penas de aves, os principais
materiais responsaveis por esse fendmeno sdo a queratina, a melanina (que pode ou nao ser
encontrada em granulos, denominados melanossomas) e o ar.

Embora o espectro ultra-violeta ndo seja visivel ao olho humano, diversos estudos com
aves ja identificaram evidéncias de que pelo menos 57 espécies sdo capazes de enxergar nesse
espectro (Cuthill et al. 2000; Cuthill 2006). Esses estudos abrangem técnicas que variam de
avaliagdes comportamentais a estudos eletrofisiologicos e seqiienciamento de genes que
codificam opsinas de cones que absorvem luz violeta ou ultravioleta, Além disso, ha
evidéncia de que espécies de pelo menos 15 de 23 ordens estudadas, incluindo passeriformes,
apresentam visao tetracromatica (Mullen & Pohland 2008). Embora ainda exista um
questionamento quanto ao espectro ultra-violeta representar um papel especial na
comunicagdo das aves ou ser apenas mais um canal cromatico (Banks 2001; Haussmann et al.
2003), a ubiqiliidade da produ¢ao de cor nesse espectro e o papel das nanoestruturas de penas
nesse processo ndao devem ser subestimados (Eaton & Lanyon 2003).

A coloragdo estrutural pode ser derivada da dispersdo incoerente ou coerente das
ondas de luz refratadas (Prum 2006). Modelos de dispersao incoerente assumem que a
dispersao resultante da interagdo com particulas de indice de refracdo diferentes sdo
independentes ou aleatorias e, portanto, as ondas de luz ndo interferem umas com as outras.
Exemplos de cores resultantes de dispersdo incoerente incluem o azul do céu e o branco de
alguns animais, incluindo penas. Essa situa¢do ocorre principalmente quando as particulas

estdo espalhadas desordenadamente e sdo grandes quando comparadas ao comprimento de



onda. Nesse caso, apenas o tipo, o tamanho, o formato e a quantidade das particulas refratarias
sao relevantes na produgdo de cor (Prum & Torres 2003).

Ja modelos de dispersao coerente assumem que o tamanho e a distribuicao das
particulas refratarias estdo de tal modo ordenadas que permitem uma interagdo nao-aleatoria
entre os comprimentos de onda. Nesse caso, a estrutura pode ser chamada de cristal fotonico:
cristal, por ter um arranjo ordenado de posicao e rotagdo, e fotonico por interagir ¢ modificar
a luz incidente (Kinoshita & Yoshioka 2005a). Estruturas cristalinas podem ter organizacao
em uma dimensao (por exemplo, laminas finas empilhadas alternadamente; nesse caso, a
estrutura ¢ conhecida como um filme fino), duas (repetigdes na vertical e na horizontal) ou até
em trés dimensdes (organizadas na vertical, horizontal, e em profundidade). A interacdo entre
as ondas refratadas de diferentes comprimentos ¢ responsavel pela cor produzida: ondas de
um certo comprimento que estdo em fase quando refratadas se reforgam (e portanto se
destacam na cor produzida), enquanto ondas fora de fase se anulam (diminuindo sua
percepgdo pelo observador). Assim, ndo s as caracteristicas citadas no caso da dispersdo
incoerente, mas também a ordenacdo espacial das particulas, sdo relevantes para determinar
em que comprimento de onda a luz incidente sera particularmente refletida (Prum & Torres
2003).

Em penas de aves, sistemas uni- e bidimensionalmente organizados ja foram descritos
(e.g. Greenwalt et al. 1960a,b; Prum et al. 1998; Andersson 1999; Zi et al. 2003), e técnicas
avangadas de ressondncia magnética estdo sendo empregadas para investigar se o cortex
medular de barbas de penas pode funcionar como cristais fotonicos tridimensionais (M.
Shawkey, dados ndo publicados). Penas que funcionam como sistemas refratores
unidimensionais ou bidimensionais podem possuir também a propriedade de serem
iridescentes. Uma plumagem com coloragio iridescente ¢ aquela que muda suas propriedades,

principalmente o matiz, de acordo com o angulo de incidéncia da luz (Osorio & Ham 2002).



Esse tipo de coloracao ¢ resultante de dispersao coerente da luz através de estruturas
laminares, onde o angulo afeta a distancia 6tica (definida como a distancia linear multiplicada
pelo indice de refragdo) percorrida e conseqiientemente as relagcdes de fase das ondas
refratadas, alterando assim os comprimentos de onda reforcados e anulados e a cor percebida
(Kinoshita & Yoshioka 2005b).

As nanoestruturas nas barbulas de penas podem organizar-se de diversas formas para
gerar iridescéncia, resultando em uma grande variabilidade interespecifica em estruturas e
cores iridescentes refletidas. Machos do passaro-caramanchao-cetim (Ptilonorhynchus
violaceus), por exemplo, apresentam em suas barbulas melanossomas organizados formando
uma camada espessa no interior da matriz queratinosa, sob uma fina camada de queratina,
formando um sistema no qual uma camada de queratina sobrepde-se a uma superficie
absorvente. Isso resulta em uma plumagem estrutural iridescente que reflete principalmente
na faixa do azul ao ultra-violeta (Doucet et al. 2006). Em diversos icterideos, uma estrutura (e
um espectro de reflectancia) similar é encontrada, tendo sido demonstrado, inclusive, que a
transicdo evolutiva de uma plumagem negra opaca para uma iridescente ¢ resultado da
organizagdo dos granulos de melanina na medula da barbula (Shawkey et al. 2007).

A formag¢ao de uma camada de melanina, no entanto, ndo ¢ necessaria para a producao
de cores iridescentes em penas. No pombo doméstico (Columba livia), por exemplo, a
queratina da barbula forma um anel oco e, embora em seu interior sejam encontrados granulos
de melanina, estes nao se encontram suficientemente organizados para formar uma camada
nitida (Yoshioka et al. 2007). O resultado ¢ a formagao de um filme fino de queratina sobre
um substrato (ar) com indice de refracdo inferior ao da queratina, o que resulta na coloragdo
iridescente verde-violeta observada nas penas do pescoco dos individuos dessa espécie (Yin et

al. 2006). A espessura da camada de queratina determina se a pena terd uma cor violeta com



incidéncia de luz perpendicular, transitando para o verde com o aumento do angulo de
incidéncia, ou vice-versa (Yoshioka et al. 2007).

Além dessas estruturas simples de uma camada, outras mais complexas ja foram
descritas para penas de aves. Algumas espécies de beija flor (familia Trochilidae) possuem,
por exemplo, melanossomas ovais e ocos, adicionando assim interfaces entre os trés
elementos (queratina, melanina e ar; Greenwalt et al. 1960a), embora estes ainda caracterizem
um cristal fotonico unidimensional (pois essa variacdo continua ocorrendo somente no sentido
cortex-medula da barbula). Além disso, camadas multiplas desses granulos (entre 7 ¢ 15)
resultam nas cores extremamente saturadas e brilhantes encontradas nessas espécies
(Greenwalt et al. 1960b). As penas da cauda do pavao, por outro lado, sdo um exemplo de
cristal fotonico bidimensional, com melanossomas e vactolos de ar organizados
periodicamente nos sentidos transversal e longitudinal das barbulas. As diferentes cores
encontradas nessas penas extremamente ornamentadas sdo simplesmente o resultado de
variagOes nas caracteristicas dessa estrutura, como a espessura da camada de queratina, o
arranjo dos granulos ou ainda a curvatura da barbula (Yoshioka & Kinoshita 2002; Zi et al.
2003). Até mesmo as cores marrons da cauda nessa espécie, geralmente atribuidas a processos
pigmentares, tém sido caracterizadas como estruturais (Li et al. 2005).

Modelos o6ticos de filme-fino sdo ferramentas tteis para o estudo de coloracao
estrutural iridescente pois permitem, com base nas caracteristicas morfologicas (espessura e
organizagdo) e Oticas (indices de refracao e coeficientes de extingdo), prever o comportamento
da luz quando encontra essas estruturas. Dessa forma, ¢ obtida a “cor tedrica” produzida pela
estrutura, que pode ser comparada aos dados empiricos e assim testar se a coloragdo medida é
realmente produzida por aquelas estruturas e por aquela organizacdo. Estes modelos
permitem ainda testar as proprias caracteristicas oticas das estruturas, alterando seus valores e

comparando a aderéncia dos modelos gerados ao obtido experimentalmente.



O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a producdo de cor por penas de
machos de tiziu, Volatinia jacarina. Nessa espécie, fatores comportamentais ¢ morfologicos
estdo integrados em um contexto comunicativo que pode influenciar o resultado de interagdes
sociais e ecologicas e, portanto, apresentar conseqiiéncias na aptidao dos individuos. Sendo
assim, esta ¢ uma espécie potencial para o estudo de mecanismos proximais e evolutivos que
atuam na producgdo e manutengao dessas caracteristicas.

O tiziu ¢ um Emberizidae granivoro que migra da Amazonia para o Brasil Central
durante seu periodo reprodutivo, o qual coincide com o periodo chuvoso na regido. Durante
essa época, machos efetuam muda para uma plumagem negra-azulada iridescente, com
manchas subaxilares brancas, e defendem territorios bastante pequenos e aglomerados
(Murray Jr. 1982; Almeida & Macedo 2001). Nesses territorios, executam seu chamativo
display, caracterizado por um salto vertical curto acompanhado do canto. A movimentag¢ao do
individuo durante esse salto ressalta as tonalidades e o brilho de sua plumagem negra, além de
resultar na exibi¢ao das conspicuas manchas brancas (Webber 1985).

Apesar de socialmente monogamico, Carvalho e colaboradores (2006) encontraram
que cerca de metade dos filhotes em uma populagao de tizius foram oriundos de cépulas
extra-par e, portanto, sugeriram que sua morfologia e seu comportamento estariam fortemente
integrados em um contexto de sinaliza¢do sexual. A plumagem em particular foi sugerida
como uma caracteristica que potencialmente sinaliza a qualidade individual dos machos, pois
suas caracteristicas de coloragdo estdo associadas a sua condi¢ao corporal durante a muda
(Doucet 2002) e a velocidade de sua muda, que por sua vez estd associada a carga parasitaria
(Costa & Macedo 2005). Tendo em vista esse contexto, torna-se extremamente relevante
compreender os processos envolvidos na produgdo dessa coloragdo. Assim, combinando
técnicas de espectrofotometria, microscopia eletronica e modelagem fisica das propriedades

oOticas de materiais refratores, este trabalho busca (1) caracterizar microestruturalmente a



regido da pena responsavel pela producao de cor na plumagem nupcial de tizius, (2) testar a
aplicabilidade desses modelos tedricos para simular essa produgdo, e (3) avaliar a importancia

de cada uma das estruturas envolvidas no mecanismo de produgdo de cor.

METODOLOGIA

Area de estudos e coleta de amostras

A coleta de penas foi realizada durante duas estagdes reprodutivas, sendo a primeira
entre 04 de novembro de 2005 e 22 de janeiro de 2006, ¢ a segunda entre 13 de novembro de
2006 e 10 de janeiro de 2007. A area de estudos foi um pomar abandonado, inserido em uma
matriz de cerrado preservado na Fazenda Agua Limpa (15°56'S 47°56'W), uma fazenda
experimental de propriedade da Universidade de Brasilia. Nessa area, de aproximadamente
2,56 ha, foi demarcado um grid utilizando-se 86 estacas individualmente numeradas e
distantes em 20m umas das outras.

Durante esse periodo, individuos foram capturados com o auxilio de 3 a 5 redes de
neblina, armadas diariamente na area de estudos. Todos os individuos capturados foram
marcados com uma anilha metalica numerada do CEMAVE, além de uma combinag¢do inica
de trés anilhas plasticas coloridas. De cada macho foram coletadas trés penas da plumagem
nupcial da cabega, do manto e do peito, além de duas penas brancas de cada uma das manchas
subaxilares. As penas foram fixadas com fita crepe a um cartdo de papel com a identificagao
do individuo, que foi embalado em papel aluminio e mantido em ambiente fresco e seco para

posteriores analises de coloragao.



Espectrofotometria

Para as andlises espectrais, as penas coletadas de cada regido do corpo de cada
individuo foram fixadas conjuntamente com fita crepe a um papel camurca negro, de forma a
simular a organizacao dessas penas no corpo do passaro. A reflectdncia dessas penas foi entdo
medida utilizando-se um espectrofotometro Ocean Optics USB4000 ¢ uma fonte de luz de
xenonio pulsante PX-2 (Ocean Optics, Dunedin, Florida), que fornece iluminagdo no espectro
ultra-violeta e no visivel para humanos (250-750nm). Luz ndo-polarizada foi utilizada em
todas as medicdes, e as medidas de reflectancia foram tomadas em relagdao a um branco
padrao WS-1-SS (Ocean Optics, Dunedin, Florida).

Medidas de reflectdncia foram tomadas em duas geometrias de medicao: perpendicular
a superficie da pena, ou seja, tanto a luz incidente quanto a reflexdo medida em paralelo a
normal (daqui em diante, referida por “normal”), e com ambas as fibras de emissao e coleta
de luz a 45° da normal (referida por “45”; Fig. 1.1). Para a geometria normal, foi utilizada
uma fibra 6tica bifurcada, com uma ponta ligada a fonte de luz e outra ao espectrofotometro, e
a ponta de leitura foi fixada a um segurador escuro para bloquear a leitura de fontes de luz que
ndo a lampada. Para a geometria 45, foram utilizadas duas fibras oticas bifurcadas, sendo que
uma estava ligada a fonte de luz e outra ao espectrofotdmetro, ¢ ambas as pontas
sobressalentes encontravam-se protegidas da entrada de luz. Foi utilizado um segurador de
fibra que permitia segura-las no angulo desejado e também as isolava da luz ambiente. Em
ambos 0s casos, as fibras encontravam-se a aproximadamente 6mm da superficie da pena,

proporcionando uma area de leitura de 2mm.
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Figura 1.1. Desenho esquematico do sistema de geometria de
medicdo. Os angulos ¢; e ¢, aumentam de forma especular
conforme a fonte de luz se distancia de uma incidéncia normal
(perpendicular a superficie de medi¢ao). Medidas tomadas

correspondem a 1) Normal: ¢1 = ¢ =0, e 2) 45: ¢; = ¢, = 45°.

As medidas espectrais foram feitas com o programa SpectraSuite (Ocean Optics,
Dunedin, Florida). Foram tomadas cinco medidas das penas de cada regido do corpo em cada
geometria, sendo que cada medida tomada constituia-se da média de 50 leituras individuais,
utilizando um tempo de integracdao de 20 milissegundos e correcao de boxcar de 30. Dos
espectros obtidos, foi utilizada apenas a regido entre 320-700nm, correspondendo ao espectro
de visao comumente associado as aves (Cuthil 2006, Mullen & Pohland 2008), interpolando a
por¢ao decimal ao nimero inteiro inferior mais proximo, de modo a reduzir o numero de

pontos utilizado.

Microscopia Eletronica
De cada um dos machos foram coletadas trés barbas inteiras de penas do peito e/ou do
manto para submeter & microscopia eletronica de transmissao. Estas barbas foram preparadas

utilizando um protocolo baseado em Andersson (1999), com modificagdes. As barbas foram
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embebidas em solucao de 0.25M NaOH por 30 minutos, e apds dois banhos em H,O destilada
foram embebidas em mistura de 4acido formico e etanol (2:3 v/v) por duas horas. Apos serem
novamente imersas em banho triplo em H,O destilada, passou-se para a etapa de desidrata¢ao
em solucdes de H,O destilada com crescentes concentragdes de acetona (30%, 50%, 70% e
90% durante 15 minutos cada, finalizando em trés imersdes de 10 minutos em acetona 100%).

A inclusdo em resina Spurr foi feita em solugdes de acetona e crescentes
concentragdes de acetona:resina: 3:1 overnight, 2:1 por 6 horas, 1:1 overnight, 1:2 por 6
horas, 1:3 overnight, e finalmente em resina pura por 6 horas. Apos essa etapa, as barbas
foram inseridas em blocos de resina com a por¢ao mais distal da barba na ponta do bloco, e
deixadas em estufa a 60 °C por 48 horas para polimerizar. Apds estudos preliminares, foi
constatado que nesse processo as matrizes de queratina e os melanossomas sao
suficientemente eletrodensos para observacdo no microscopio, e portanto ndo foi realizada
uma etapa de contraste em uranila e em citrato de chumbo para evitar acimulo de sujeira no
material.

As barbulas preparadas foram entdo cortadas em um ultramicrétomo Leica Reichert
Supernova (Leica Microsystems, Austria) utilizando faca de diamante, obtendo-se cortes de
90nm de espessura que foram coletados em telas de 150 mesh. As telas foram observadas e
fotografadas em microscépio eletronico de transmissao JEOL JEM-1011 (80K volts; JEOL,
Japao). Foram obtidas micrografias de trés barbulas (buscando pontos mais centrais, distantes
de ambas as extremidades) da por¢ao mais distal da barba de cada individuo para medigao,
com aumento de 10.000x. Para as medicdes, as imagens foram digitalmente aumentadas em
250%, resultando em um aumento final de 25.000x. Trés medidas de nanoestruturas foram
obtidas das micrografias das barbulas: espessura do coértex de queratina, espessura da camada
externa de melanina, e nimero de granulos de melanina na camada externa. O didmetro dos

granulos de melanina foi obtido dividindo-se a espessura da camada de melanina pelo nimero
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de granulos na camada. Cada uma dessas medidas foi tomada em seis pontos eqiiidistantes na

micrografia, e utilizou-se a média dessas medidas para cada individuo.

Modelagem otica

Para determinar quais estruturas das barbulas de penas de tiziu sdo responsaveis pela
produgdo de sua cor, foi utilizado um modelo de matriz de transferéncia de filme fino
(Jellison Jr. 1993). Esse modelo permite prever o comportamento da luz em superficies
reflexivas-refrativas sobrepostas, de espessura dtica (derivada da espessura da camada e de
seu indice de refra¢do) conhecida. O resultado obtido é o percentual da luz refletida para cada
comprimento de onda, definindo assim o espectro de reflectancia tedrico para a estrutura em
questdo, que pode entdo ser comparado a resultados obtidos experimentalmente.

O modelo ¢ composto de dois tipos de matrizes: as matrizes de interface (I) e de
transferéncia (L). As matrizes de interface levam em considerago a refra¢@o na interface
entre duas camadas, e ¢ derivada do angulo de incidéncia da luz e do indice de refragdo da

luz. A matriz de interface de uma camada j ¢ dada por

1

Iip

1 I
I 1

| = Tip
] p -

; (1

onde s e p correspondem aos componentes da polarizagdo da luz perpendicular e paralelo ao
plano de incidéncia, respectivamente. O comportamento da luz ao encontrar-se com uma
interface varia de acordo com a sua polarizagao, e isso € representado pelo valor de r; , de

acordo com as expressoes
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Tjs =(fij cos dj_1 —fij_1 cos ;) /(njcos pj—q +iij_1c0s Pj)>
(2)

Tip =(fij_1 cos dj_1 —fij cos d;) /(nj—1C0S j—1 +iijcos dj)>

sendo j a camada do material em questdo, j-1 a camada imediatamente superior a ela, fi o
indice de refracdo complexo (definido por fi= n — ki, onde n ¢ o indice de refracdo real do
material e k o seu indice de extingdo, o componente da refragdo dependente do comprimento
de onda). Como a luz sempre percorre o caminho mais rapido através de um material, o
angulo de incidéncia ao atingir uma determinada camada depende do angulo de incidéncia
inicial e do indice de refragdo do material do qual a camada ¢ feita, e pode ser calculado de
acordo com a lei de Snell (finiciaiS€Ninicial = Hjsend;).

As matrizes de transferéncia levam em consideragado a absor¢ao da luz, sendo derivada
da energia da luz (seu comprimento de onda) e da grossura da camada de cada material. A

matriz de transferéncia de uma camada j é dada por

o e(ibj) 0
/A 0 e(—ibj)

)

sendo

bj = (21tdjﬁjCOS(1)j)/ A (4)

onde d; ¢ a espessura da camada j e A é o comprimento de onda da luz.
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A matriz de dispersao total ¢, entdo, dada por

N N
Ss = (1_[ If.sLj>1N+1s' Sp = (ﬂ Ij'PLf>IN+1p' ©)

1

onde N ¢ o niimero total de camadas, e Iin+15) € a interface entre a Giltima camada e o substrato.

A amplitude de reflectividade (r) ¢ dada por
s = 5215/5115; p = 521p/511p: (6)
e a reflectancia final (R) ¢
R =11, R, = 113y, (7

eliminando assim o componente imagindrio. Visto que em nossas analises utilizamos luz nao
polarizada, a reflectancia final pode ser obtida pela média das reflectancias polarizadas
(Srinivasarao 1999). Para cada individuo foram utilizados os valores de espessura média das
camadas de queratina e melanina, e indices de refracdo e coeficientes de extingdo estimados
foram obtidos na literatura para o ar (n = 1,00; k = 0), a queratina (n=1,56; k=0,03) e a
eumelanina (n = 2,00; k = 0,6) (Land 1972; Brink & van der Berg 2004).

Para averiguar o tipo de organizagao responsavel pela cor produzida nas barbulas de
penas de tiziu, foram testados dois conjuntos de modelos de filme fino, baseados na
organizagdo estrutural dos materiais na barbula. O primeiro conjunto considera que a
melanina sob o coértex de queratina encontra-se em uma matriz oca e nao ¢ suficientemente

organizada para ser considerada um cristal fotonico, sendo portanto responsavel somente por
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reflexao difusa. Dessa forma, consideramos um conjunto de modelos nos quais ha uma
interface ar-queratina-ar-queratina. O segundo conjunto de modelos considera que a melanina
forma uma camada organizada o suficiente para comportar-se como um cristal fotdnico, e
entdo o conjunto de interfaces encontrado ¢ ar-queratina-melanina-queratina.

Cada conjunto de modelos foi composto por quatro modelos hipotéticos distintos,
considerando diferentes combinacdes de interagdes da luz com os materiais (Fig. 1.2). O
primeiro considera todas as interfaces encontradas em uma barbula: ou seja, considera que a
luz encontra uma interface ar-queratina, atravessa a camada de queratina, encontra uma
interface queratina-melanina, atravessa a camada de melanina, encontrando entdo a matriz
interna de queratina, considerada como o substrato. O segundo modelo considera que a luz
atravessa a camada de queratina e encontra as interfaces ar-queratina e queratina-melanina,
sendo entdo totalmente absorvida pelo substrato de melanina. O terceiro modelo considera
que a luz encontra a interface ar-queratina, atravessa uma camada transparente de queratina
(ou seja, esta camada ndo afeta seu comportamento), encontra a interface queratina-melanina
e atravessa a camada de melanina. Finalmente, o quarto modelo considera também a camada
de queratina como transparente, mas considera que apenas as interfaces queratina-melanina,
melanina-queratina e a camada de melanina interferem no caminho da luz.

No caso do conjunto de modelos ar-queratina-ar-queratina, substituiu-se os valores de
refragdo da melanina pelos do ar. Embora somente o modelo 1 seja fisicamente relevante (por
ser o unico realmente possivel, dado que a luz ndo pode evitar certas interfaces ou camadas),
os demais modelos servem como base de apoio para a compreensao do efeito dessas camadas

e interfaces na coloracdo resultante.
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Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3 Modelo 4
Interface 1
Queratina
Interface 2
Melanina
: Interface 3
Queratina

Figura 1.2. Desenho esquematico representando os quatro modelos oOticos

desenvolvidos (setas representam feixes de luz).

Os modelos foram calculados utilizando-se um script desenvolvido nesta dissertacao
para o programa R (R Development Core Team, 2007; disponivel em http://cran.r-
project.org), que pode ser encontrado no Apéndice I. A escolha do modelo mais apropriado
para descrever a produgdo de cor por barbulas de tiziu foi feita comparando-se visualmente as
curvas obtidas pelos modelos e o espectro de reflectancia médio dos espectros individuais de
reflectancia de penas do dorso dos individuos (Brink & van der Berg 2004; Doucet et al.
2006; Shawkey et al. 2007). Uma vez escolhido o melhor modelo, as propriedades oOticas dos
materiais foram alteradas para verificar se havia uma melhor aderéncia do espectro obtido ao

espectro previsto.

RESULTADOS

Nanoestrutura das barbulas
Foram obtidas e medidas micrografias de 28 individuos, totalizando 84 imagens
analisadas. Podemos observar que, de fato, embora alguns granulos encontrem-se espalhados

pelo interior da matriz de queratina, varios destes se organizam em uma unica camada sob o
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cortex queratinoso (Fig. 1.3). A camada superior de queratina ¢ relativamente fina e uniforme,

enquanto a camada de melanina ¢ consideravelmente mais grossa (Tabela 1.1).

2 um i o

L Ry

Figura 1.3. Micrografia de uma barbula de pena negra de

macho de tiziu (aumento de 10.000x)

Entre os individuos, o nimero de granulos na camada de melanina variou entre 1 e 5,
sendo que as camadas da maioria dos individuos sdo formadas por 2 a 3 granulos. Embora a
camada seja geralmente constituida de mais de um granulo de espessura, ndo ha formagao de
camadas discretas de queratina entre os granulos, caracterizando de fato a camada de
melanina como uma Unica camada. Esses granulos encontram-se relativamente contiguos por
toda a camada. Aliado a isso constata-se que o didmetro desses granulos ¢ menor que 300 nm,

o limite inferior do espectro visivel para aves, o que confere a regularidade necessaria para
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que formem uma camada e nao ocorra difracdo de forma independente para cada granulo.

Portanto, essa estrutura pode ser considerada um cristal fotonico unidimensional.

Tabela 1.1. Medidas das nanoestruturas de barbulas de machos de tiziu, obtidas através de
microscopia eletronica de transmissdo. Cada amostra corresponde a média de seis medidas de

trés barbulas de cada individuo.

Variavel Média £ EP (N = 28)
Espessura do cortex de queratina (nm) 127,17 £ 1,95
Espessura da camada de melanina (nm) 416,75 £ 11,51
Numero de granulos de melanina na camada 2,42 +0,06
Diametro dos granulos de melanina (nm) 177,82 4,63

Modelagem otica

Podemos observar nas Figuras 1.4A e 1.4C que nenhum dos modelos considerando os
melanossomas como inseridos em uma matriz oca oferece um espectro similar ao obtido
através das medidas das penas de machos de tiziu. Entretanto, dois dos modelos que incluem a
camada de melanina (modelos 1 e 2, Figs. 1.4B e 1.4D) resultaram em um espectro bastante
similar ao obtido empiricamente. O formato da curva e o matiz (comprimento de onda de
maior intensidade) dos modelos 1 e 2 se adequam relativamente bem ao espectro medido,
além de terem o mesmo comportamento ao mudar o angulo de incidéncia da luz: com o
aumento do angulo, hd um aumento da saturacao e um desvio do pico para comprimentos de

onda mais baixos.



18

Queratina-ar-queratina Queratina-melanina-queratina
16
40 4 —  Medido ——————  Medido
A ................ Modelo 1 14 | B /./’_-"'-.\ Modelo 1
—————— Modelo 2 s S Madelo 2
i — . Modelo 3 i // \\ Modelo 3
a0 —_— — — - Modelo 4 / \\, — — — - Modelo 4
£
=
g
@ 20
[=) L
o r'e AN oo T T
K] - N LT TNl e
i3 \ S / / ,.\;"<

400 500 oo 700 400 500 800 700

Reflectancia (%)

440 500 800 700 400 500 600 700

Comprimento de onda (nm) Comprimento de onda (nm})
Figura 1.4. Espectros de reflectdncia obtidos das penas de machos de tiziu (linha sélida) e
espectros tedricos obtidos utilizando diferentes modelos de filme fino (linhas tracejadas),
considerando uma camada interna de ar (A e C) e de melanina (B e D), nas geometrias de

incidéncia normal (A e B) e 45 (C e D).

A variagdo de brilho (area embaixo do espectro) entre os espectros medidos pode ser
devido a variagdo na rotacdo das barbulas das penas, que provavelmente apresentam brilho
maximo perto de 45° (Osorio & Ham 2002). A diferenca entre o brilho da curva medida e o
esperado resulta do fato do espectro medido ter sido feito em relagdo a um branco padrao, e

também por ndo terem sido coletados todos os fotons emitidos. Para isso, seria necessaria a
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utilizacao de uma esfera de integracao, aparelho capaz de direcionar todos os feixes de luz
difratados a um Unico ponto, onde ¢ inserida a fibra receptora.

O fato dos modelos 1 e 2 terem espectros idénticos (e por isso indistinguiveis nas
figuras 1.4B e 1.4D) mostra que a camada de melanina ¢ isolante, pois o modelo 2 ndo
considera a sua espessura. J4 os modelos 3 e 4, que nao consideram a espessura do cortex de
queratina, resultaram em espectros bastante diferentes do observado, ressaltando assim o
papel da camada de queratina na defini¢ao da cor observada.

Visto que ha variagao inter-individual na quantidade de granulos de queratina na
camada (Fig. 1.5A), e conseqiientemente de sua espessura, o modelo 1 foi calculado
novamente, variando-se a espessura da camada de melanina proporcionalmente ao numero de
granulos para verificar o efeito dessa variagdo no espectro resultante. Com isso, € possivel
observar que dois granulos sdo suficientes para isolar completamente essa camada do interior
da barbula (Fig. 1.5B). Assim, para uma camada de queratina de espessura média, uma
camada de apenas 1 granulo resulta em uma curva mais saturada e deslocada para
comprimentos de onda mais longos (ou seja, em uma cor mais azul), enquanto uma camada

com qualquer nimero de granulos superior a 2 ndo altera a cor resultante.
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Figura 1.5. A: Distribui¢do dos individuos pelo nimero médio de granulos em sua camada
de melanina. B: Espectros teoricos de reflectancia para barbulas com espessura média do
cortex de queratina encontrado em penas de tiziu, com isolamento total pela camada de
melanina (modelo 2, linha so6lida) e camadas com espessura de 1 e 2 granulos de melanina

(linhas tracejadas).

Entretanto, existe ainda uma diferenca entre os espectros observado e esperado que
ndo pode ser explicado por diferengas na espessura das camadas de queratina e melanina.
Visto que as caracteristicas oticas da queratina em penas de aves estdo relativamente bem
estabelecidas (Brink & van der Berg 2004, Doucet et al. 2006), foi verificado se mudangas na
opacidade da melanina resultariam em uma melhor aderéncia do modelo ao espectro medido,
visto que pouco foi feito nesse sentido desde a sugestdo arbitraria do valor de n = 2,00 para o
indice de refracdo da eumelanina (Land 1972). Assim, podemos observar na Figura 1.6 que a
alteracdo da opacidade da camada de queratina, representada por variacdo em seu indice de
refracdo e seu coeficiente de extingdo, de fato resulta em melhores modelos preditivos: a
reducdo do indice de refragdo da melanina resulta em um modelo com matiz mais proximo do
observado, enquanto que a alteragdo do coeficiente de extingdo torna a curva do modelo

menos saturada e o ponto de inflexdo mais alto, obtendo assim um espectro de forma mais

aproximada ao observado.
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Figura 1.6. Representacao do efeito da variacao dos parametros oticos da melanina (A: indice
de refragdo, B: coeficiente de extingao) nos modelos de filme fino (linhas tracejadas) no

potencial preditivo do espectro de reflectancia de penas de machos de tiziu (linhas sélidas).

Finalmente, A unido dessas duas alteragcdes em um modelo tinico resulta em uma
curva mais aproximada do espectro medido em forma e comportamento, em ambas as

geometrias de medi¢ao (Fig. 1.7).
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Figura 1.7. Espectros de reflectancia obtidos (A e B) e normalizados (C e D) para valores

medidos (linha sdlida) e tedricos (linhas tracejadas) e diferentes caracteristicas de opacidade da

melanina, nas geometrias de medi¢cdo normal (A e C) e 45 (B e D).

DISCUSSAO

A conformacgdo nanoestrutural das barbulas de tiziu encontrada apresenta-se como

uma unica camada de queratina que interage com a luz e ¢ responsavel pela coloragao

iridescente dos machos dessa espécie. A modelagem oOtica mostrou que as ondas de luz que

incidem sobre a camada de melanina s6 sdo capazes de penetra-la e interagir com o cortex de

queratina se a camada de melanina for composta por apenas um melanossoma de espessura.

Embora essa situacao ocorra em algumas partes das barbulas medidas, a média individual ¢
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superior a esse valor, com uma variagao bastante pequena em torno dessa média. Portanto, a
interferéncia construtiva da luz na camada tnica de queratina, isolada do interior da barbula
por uma camada espessa de melanina, ¢ suficiente para refor¢ar os comprimentos de onda na
faixa do ultravioleta ao azul caracteristicos de sua coloracdo, nao sendo necessarios pigmentos
ou estruturas adicionais.

Estruturas similares tém sido descritas e confirmadas através do uso de modelos o6ticos
em outras espécies. A singanga (Bostrychia hagedash), por exemplo, apresenta uma camada
espessa de queratina sobre uma camada simples de granulos ocos de melanina (Brink & van
der Berg 2004). Essa camada de queratina, por ser quase quatro vezes superior em espessura a
camada encontrada em penas de tiziu, resulta em até quatro picos harménicos no espectro do
visivel, e embora os granulos sejam ocos e, portanto, adicionem multiplas interfaces
potenciais de melanina-ar ao sistema, a luz ¢ totalmente absorvida antes de atravessar a
camada externa desses granulos (Brink & van der Berg 2004). Outras aves, como o passaro-
caramanchdo-cetim (Ptilonorhynchus violaceus) e diversas espécies de icterideos com
plumagem iridescente, como Dives warszewiczi € Quiscalus major, apresentam nanoestrutura
de barbula bastante similar a encontrada nesse estudo, e por isso tém um espectro de
reflectancia (e, consequentemente, a coloragdo observada) bastante parecido com o do tiziu
(Doucet et al. 2006; Shawkey et al. 2007).

Tanto em casos de plumagem estrutural iridescente quanto ndo-iridescente, ¢ atribuido
a melanina o papel de absorver ondas de luz espalhadas incoerentemente e assim acentuar
principalmente a saturagdo da cor produzida. A correlagdo encontrada entre a variagao de cor
de machos de P. violaceus e a densidade de granulos de melanina na camada interna é um
exemplo dessa propriedade em penas iridescentes (Doucet et al. 2006). Um caso de leucismo
na gralha Cyanocitta stelleri parece sugerir esse papel para a melanina também em plumagem

estrutural ndo-iridescente: nessa ave, as penas brancas da ave apresentam estrutura
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bidimensional organizada para produzir coloragao azul, mas segundo os autores isso nao
ocorre porque, com a auséncia da melanina, ndo hé absor¢ao das ondas espalhadas
incoerentemente (Shawkey & Hill 20006).

Entretanto, o fato da camada inferior de melanina em penas iridescentes agir como um
substrato e absorver a maior parte da luz que a atinge ndo significa que ndo seja relevante a
interagdo da luz com a esta camada. Essa sugestao ¢ reforcada pela inadequagao dos modelos
que consideram a camada de queratina intercalada por camadas de ar, e dos modelos que
consideram a camada de melanina sem a regido de interferéncia desta com a queratina.
Mesmo assim, os resultados aqui expostos sugerem ainda que as caracteristicas Oticas da
melanina, se alteradas, resultam em espectros mais aproximados do obtido empiricamente.

A queratina, por ser encontrada na cuticula de diversos insetos com coloragao
estrutural, além das penas de aves, tem sido alvo de diversos estudos que buscam caracteriza-
la oticamente, e seu indice de refracdo encontra-se relativamente bem definido. Porém,
mesmo nesse caso o seu coeficiente de extingdo foi determinado baseado em dados empiricos
apenas recentemente (Brink & van der Berg 2004). J4 as propriedades oticas da melanina
encontram-se consideravelmente menos estudadas: Land (1972) sugeriu que seu indice de
refracdo fosse em torno de 2,0, e pouco foi feito para melhor aproximar esse valor até que
Brink & van der Berg (2004) testaram valores diferentes e sugeriram um coeficiente de
extingdo minimo de 0,06. Porém, esse coeficiente foi sugerido com base na espessura da
camada de melanina de B. hagedash, muito inferior a encontrada no tiziu € em outras espécies
(em torno de 70nm). Doucet e colaboradores (2006) também inspecionaram visualmente
espectros produzidos ao alterarem essas propriedades oticas, mas ndo consideraram que as
modificagdes feitas melhoraram o seu modelo.

Se aliarmos a essa conclusao o fato de que a melanina representa, na realidade, uma

série de biopolimeros diferentes que podem variar em tamanho e composi¢do quimica
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(McGraw 2006b), e portanto podem ter propriedades oticas levemente distintas, torna-se
razoavel considerar que espécies diferentes podem exibir plumagens com caracteristicas
oOticas também diferenciadas. Além disso, em todos os casos estudados em aves até a presente
data, foi descrita a presenga conjunta de eumelanina e feomelanina, os dois principais grupos
de moléculas de melanina (McGraw 2006b). Esses grupos apresentam propriedades quimicas
e Oticas bastante diferentes: a feomelanina apresenta enxofre em sua composi¢ao, elemento
quimico este ndo encontrado na eumelanina, e também apresenta absor¢ao de luz cerca de 10-
20% inferior a eumelanina em todos os comprimentos de onda (McGraw 2006b).

Visto que essas moléculas sdo extremamente dificeis de serem extraidas e analisadas
bioquimicamente (Ito et al. 2000), aproximacdes fisicas baseadas em observagdes empiricas,
como conduzidas por Brink & van der Berg (2004), Doucet e colaboradores (2006) e no
presente trabalho, resultam em um método elegante para obter uma estimativa aproximada
que ainda seja util em estudos fisicos e bioldgicos para essas espécies. Finalmente, ¢ possivel
também que as propriedades oticas da melanina per se sejam realmente iguais em todas as
aves ¢ ainda assim a sua camada varie em indice de refra¢do. Isso porque € preciso considerar
que os melanossomas encontrados no tiziu sdo aproximadamente circulares e encontram-se
em uma matriz de queratina. Devido a esse formato, a camada resultante ndo ¢ perfeitamente
homogénea, mas inclui também espagos de queratina entre os granulos. Portanto, mesmo que
o indice de refragdo e o coeficiente de extingdo da melanina sejam valores proximos a 2,0 e
0,6, respectivamente, a camada como um todo terd um valor intermediario entre estes valores
e os da queratina, ponderadas de acordo com sua propor¢ao na camada.

E interessante notar também que, com o acamulo de informagdo sobre os mecanismos
proximais responsaveis pela produgdo de cor estrutural em penas de aves, o que antes era tido
como um conjunto coeso de formagdes estruturais esta gradualmente sendo classificado com

mais detalhes fisicos, o que apresenta conseqiiéncias diretas para o entendimento da ecologia
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e comportamento de aves. Por exemplo, cores iridescentes sao resultado de interferéncia em
cristais fotdnicos, na maioria dos casos unidimensionais, ou seja, devido a camadas
sobrepostas de substancias com indices de refracdo diferentes. J& outras cores estruturais nao-
iridescentes sdo resultantes da organizag¢ao bidimensional ou até mesmo tridimensional das
mesmas estruturas envolvidas na producdo de coloracdo iridescente (no geral, ar, queratina e
melanina).

Essa diferenca de organizacao € conseqiiéncia de processos ontogenéticos distintos:
para formar filmes finos em barbulas, melandcitos secretam ativamente melanossomas no
interior do cortex da barbula durante o desenvolvimento da pena. No entanto, as estruturas
cristalinas ou quasi-ordenadas encontradas em barbas, responsaveis por cores estruturais nao-
iridescentes, sdo auto-organizadas e resultam de processos fisicos que emergem da intera¢ao
dessas moléculas, processo este ndo mediado por célula alguma (Prum 2006). E possivel,
portanto, que embora ambos os tipos de coloragdo descritos acima sejam denominados como
“coloracdo estrutural”, eles resultem de processos ecologicos e tenham fungdes na sinalizacao
consideravelmente distintos.

O papel da coloragdo estrutural na selecao sexual, por exemplo, tem sido foco de
diversos estudos, os quais ndo tém demonstrado um padrao claro quanto ao tipo de
informagao transmitido e de sua interpretacao por coespecificos (Prum 2006; Hill 2006). No
entanto, parece que um padrdo mais consistente emerge ao considerarmos plumagem
iridescente e ndo-iridescente separadamente, uma vez que a iridescéncia é produzida pelo
empilhamento de peliculas com indices de refragdo diferentes, e a coloragdo ndo-iridescente
resulta de organizacdo das mesmas estruturas de forma nao-laminar. Machos de P. violaceus
apresentam associagdes entre caracteristicas da coloracao (brilho e reflexao na faixa do
ultravioleta) , taxa de parasitismo e qualidade corporal (Doucet & Montgomerie 2003). O

efeito de parasitas no desenvolvimento de plumagem iridescente também foi verificado em
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perus selvagens (Meleagris gallopavo; Hill et al. 2005). Como resultado de estresse
nutricional, machos de chopim (Molothrus ather) apresentaram coloragdo iridescente menos
brilhante e saturada, além de matiz mais alto (McGraw et al. 2002). No proprio tiziu, foi
descrita uma relagdo entre caracteristicas da cor (brilho e saturagao) e condig¢ao corporal
(Doucet 2002), além do efeito do parasitismo na aquisicao de sua plumagem nupcial (Costa &
Macedo 2005). Além disso, para diversas espécies com coloragdo estrutural iridescente, tem
sido encontrada uma relagdo entre caracteristicas da coloragcdo da plumagem e obten¢ao de
copulas e sucesso reprodutivo, como no caso do mérion soberbo (Malurus cyaneus; Dunn &
Cockburn 1999), ou no caso bastante interessante do pavao real (Pavo cristatus), em que nao
sO a coloragdo, mas também a variagdo na coloragdo de acordo com a geometria de medigao
(ou seja, a iridescéncia medida objetivamente) afetam a obtencao de copula dos machos
(Loyau et al. 2007).

Portanto, existe evidéncia consideravel de que a plumagem estrutural iridescente tem
um papel ecoldgico e de sinalizagdo relevante em varias espécies, sendo um indicador de
qualidade dos machos e sendo uma caracteristica que afeta decisdes de acasalamento por parte
de fémeas. Dado o conhecimento que tem se acumulado recentemente, é possivel especular
que fatores que influenciam no desenvolvimento e na organizagao das camadas responsaveis
pela producdo dessas cores nas barbulas refletem a condi¢do desses individuos durante o
crescimento dessas penas.

Quando consideramos plumagem estrutural nao-iridescente, essa relacdo nao € tao
clara. Existe evidéncia de que variagdo nas nanoestruturas resulta em variacao na cor de Sialia
sialis (Shawkey et al. 2003), e essa variagdo esta associada a condigao corporal (Siefferman et
al. 2005). Embora machos utilizem informagao referente a idade e condig¢do corporal em
disputas por sitios de nidificagdo (Siefferman & Hill 2005), fémeas ndo parecem escolher

machos com base nessas caracteristicas (Liu et al. 2007). Existem menos estudos publicados
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sobre esse tipo de coloragdo, mas alguns muito recentes tém sugerido que bactérias podem
afetar a coloragao, através da degradagdo de penas (como a melanina, Shawkey et al. 2007).
Nesse caso, as variagdes na cor relacionadas a condi¢ao de individuos podem nao ser
resultado de distirbios durante a produgdo da pena, mas sim depois que ela foi produzida. O
fato de nanoestruturas em penas nao-iridescentes se auto-organizarem mesmo na auséncia de
organelas importantes para a produgdo da cor (Shawkey & Hill 2006) sugere que esse tipo de
coloracdo ndo esta tdo suscetivel a disturbios no desenvolvimento quanto na coloragao
iridescente. Portanto, a plumagem nao-iridescente pode nao conter informagao confiavel a
respeito da qualidade dos individuos no que se refere a resposta a possiveis distirbios.

Embora Prum (2006) tenha sugerido essa diferenciagdo entre plumagens iridescentes e
ndo-iridescentes na relagdo ontogenia-sinal, tal estudo ainda nao foi levado a cabo. As
implicagoes e as hipoteses resultantes da constatacao de tais diferencas nao poderdo ser
verificadas sem um conhecimento da morfologia de penas de aves em escala nanométrica,
ressaltando assim a importancia de estudos que busquem unir informagdes relativas a
producao de cor e ao efeito dessa cor na comunicagao entre individuos.

Este capitulo buscou oferecer esse tipo de informacao para uma espécie que vem sido
utilizada em diversos estudos que consideram o papel da coloragdo em sua comunicagao,
comportamento e sele¢ao sexual (e.g. Doucet 2002, Costa & Macedo 2005, Aguilar et al.
2008). Aqui, mostramos como a coloracdo nessa ave ¢ produzida através da interferéncia
construtiva da luz em uma camada fina de queratina sobre uma camada espessa de melanina.
Além disso, sugerimos que o papel da melanina vai além de ser simplesmente um isolante
para a luz espalhada, sendo essencial para a producao do espectro com as propriedades
observadas, e que suas propriedades 6ticas, quando alteradas, influenciam na cor resultante e

podem oferecer uma melhor adequagdo do modelo aos dados obtidos por espectrofotometria.
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Capitulo 2

Grandodes ou apressadinhos: vias alternativas para a expressao

de ornamentos em machos de tiziu (Volatinia jacarina)

INTRODUCAO

Diversas caracteristicas fenotipicas apresentam-se como um desafio a teoria de sele¢do
natural, pois resultam em um gasto de energia que poderia ser diretamente alocado a
reproducdo ou a sobrevivéncia, ou ainda, resultam em maior conspicuidade para predadores.
A teoria de selecao sexual (Dawin 1871) apresentou uma explicacdo para a evolucgdo de tais
caracteristicas, sugerindo que podem evoluir quando resultam em vantagens reprodutivas a
um individuo quando competindo contra outros do mesmo sexo, ou quando aumentam as
chances de ser selecionado por individuos do outro sexo para o acasalamento.

Diversos modelos teéricos sugerem que tais caracteristicas devem evoluir quando
contém algum tipo de informagao sobre o individuo que pode ser acessado pelos demais.
Dentre as hipoteses originadas desses modelos, a hipotese da desvantagem (Zahavi 1975) ¢
provavelmente a que mais tem sido testada e difundida. Essa hipotese sugere que ornamentos
sexuais sao custosos e que, portanto, somente individuos em melhor condi¢do corporal ou de
qualidade genética superior sdo capazes de arcar com os custos relacionados a essas
caracteristicas. Assim, demais coespecificos podem extrair informacao desses ornamentos
para tomar decisdes. Diversos taxa de aves apresentam cores brilhantes e chamativas, que
tém sido atribuidas a selecao sexual (Andersson 1994). Existem duas formas basicas de
producdo dessas cores: por pigmentos, que absorvem e refletem diferenciadamente os

comprimentos de onda, ou por nanoestruturas de diferentes indices de refragdo, que podem
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causar interferéncia na luz refletida de forma a reforcar determinados comprimentos de onda.
A plumagem pigmentar carotendide ¢ a que tem sido mais estudada no contexto da selecao
sexual. Diversos estudos tém demonstrado que individuos que apresentam plumagem com cor
mais brilhante e saturada sdo mais velhos (Inouye 2001), possuem melhor condi¢do corporal
(Hill & Montgomerie 1994) ou menor carga parasitaria (Horak et al. 2004), e que essa
informagao ¢ utilizada por machos na determinagdo de hierarquias de dominancia
(Wolfenbarger 1999) e/ou por fémeas na escolha de parceiro (Marchetti 1998). O contetido de
informagdo que a plumagem carotenodide possui vem do fato de que este composto organico
precisa ser adquirido pela alimentagdo, e além de ser alocado em ornamentos também possui
funcao imunoldgica (McGraw 2006). Dessa forma, apenas individuos com maior habilidade
de forrageamento, com os melhores territorios, ou em melhores condi¢cdes imunolodgicas serdo
capazes de investir em ornamentos coloridos e brilhantes.

No caso da plumagem de coloragdo estrutural, a evidéncia quanto ao conteudo de
informagdo que possui € a como essa informacao ¢ utilizada ainda ¢ ambigua. Embora alguns
estudos tenham demonstrado uma relagdo entre caracteristicas da coloragao ¢ condigao
corporal (Keyser & Hill 1999), carga parasitaria (Hill et al. 2005) e dominancia (Siefferman
& Hill 2005), suas possiveis fungdes em interagdes sociais ainda sdo pouco conhecidas, com
alguns estudos relatando influéncia da colorag@o na escolha de parceiros (Loyau et al. 2007) e
outros ndo (Liu et al. 2007). A evidéncia de mecanismos proximais envolvidos na variagao
das caracteristicas de coloragdo estrutural também € mais escassa que para coloragdo por
pigmentos (entretanto, ver Shawkey et al 2003 e Doucet et al. 2006). O que se sugere € que
disturbios de desenvolvimento podem resultar em diferengas na organizagao das estruturas
responsaveis pela producgdo de cor (Prum 2006), sendo esta a base tedrica que sugere a
plumagem estrutural como uma caracteristica ornamental cuja expressao ¢ dependente da

condi¢do do individuo.



37

Este estudo tem como objetivo testar a relacdo entre caracteristicas da coloragdo e a
condicdo corporal em machos do tiziu (Volatinia jacarina). Machos desta espécie apresentam
caracteristicas de plumagem, ecoldgicas e comportamentais que os tornam ideais para tal
avaliacdo. Durante o periodo reprodutivo, machos dessa espécie mudam para uma plumagem
nupcial negra-iridescente, produzida por nanoestruturas das barbulas das penas. Também
nesse periodo, machos defendem pequenos territorios onde executam seu display, que se
constitui de um salto vertical acompanhado de um canto (Almeida & Macedo 2001). Essa
conspicua exibi¢do visual, aliado a um estudo que demonstrou que cerca de metade dos
filhotes de uma populagdo foram provenientes de copulas extra-par (Carvalho et al. 2006),
sugere que os machos provavelmente estao sujeitos a forte pressao de selecao sexual, que
resulta em ornamentos corporais e comportamentais exuberantes.

Para outra populagdo dessa espécie, foi demonstrada uma relagdo entre a taxa de
crescimento das penas, uma medida da condi¢do corporal durante a muda, e caracteristicas da
colora¢ao de machos (Doucet 2002). Este estudo visa expandir esses resultados, testando (1) a
associagdo entre condi¢do e coloracdo, medidas aqui diretamente na estagdo reprodutiva; (2) a
relacdo entre condicdo e a coloragdo da mancha branca,que nio foi testada em estudos
anteriores, ¢ (3) se o investimento individual na muda para a plumagem nupcial, que foi
demonstrada estar relacionada a carga parasitaria de individuos (Costa & Macedo 2005), esta
relacionado a condig@o corporal e as caracteristicas de sua coloragdo. As expectativas, frente a
esses objetivos, sao de que machos devem exibir uma associagao positiva entre sua condi¢ao
corporal e a exuberancia de sua plumagem (tanto a negra quanto a mancha branca), e que uma

boa condicdo corporal esteja refletida em uma muda mais antecipada na estacdo reprodutiva.
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METODOLOGIA

Area de estudos e coleta de amostras

O estudo foi conduzido em um pomar abandonado, inserido em uma matriz de cerrado
preservado na Fazenda Agua Limpa (15°56'S 47°56'W), uma fazenda experimental de
propriedade da Universidade de Brasilia. A area, de aproximadamente 2,6 ha, foi escolhida
devido ao fato de tizius reproduzirem-se em grandes densidades em ambientes alterados ou
em estagios iniciais de sucessao (Sick 1997). Nela, foi demarcado grid utilizando-se 86
estacas individualmente numeradas e distantes em 20m umas das outras.

A captura de machos foi realizada durante duas estagdes reprodutivas, sendo a
primeira entre 04 de novembro de 2005 e 22 de janeiro de 2006 e a segunda entre 13 de
novembro de 2006 e 10 de janeiro de 2007. Durante esse periodo, individuos foram
capturados com o auxilio de trés a cinco redes de neblina, armadas diariamente na area de
estudos. Em ambos os anos, esfor¢os de captura foram concentrados no periodo entre a
chegada de migracdo e o estabelecimento de territdrios, quando individuos encontram-se
forrageando ativamente em bandos grandes, facilitando assim sua captura. Todos os
individuos capturados foram marcados com uma anilha metalica numerada do CEMAVE,
além de uma combinacgdo tnica de trés anilhas plasticas coloridas. O procedimento de captura
incluiu também medidas da asa e do tarso esquerdos, da cauda e da narina, feitas com o
auxilio de um paquimetro (precisao de 0,0lmm), e pesagem (utilizando um dinamoémetro de
mola Pesola®, precisdo de 0,2g).

No caso dos machos, dados referentes a plumagem nupcial e ornamentos sexuais
foram também coletados. A cobertura de plumagem nupcial foi medida em quatro regides do
corpo (cabega, manto, regido do uropigio e peito) contando-se quantas das oito secgdes de um

disco plastico transparente estavam preenchidas por plumagem negra quando este era
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sobreposto ao corpo da ave. Uma estimativa do percentual de plumagem nupcial foi obtida
através de uma média, ponderada para as quatro partes medidas, da divisdo do nimero de
partes preenchidas por plumagem negra pelo nimero total de partes do disco. Para analise
espectral, foram coletadas trés penas da plumagem nupcial da cabega, do manto e do peito de
cada macho, além de duas penas brancas de cada uma das manchas subaxilares. Essas penas
foram fixadas com fita crepe a um cartiao de papel com a identificacdo do individuo e da
regido do corpo de onde foram coletadas, e o cartdo por sua vez foi embalado em papel

aluminio e mantido em ambiente fresco e seco.

Espectrofotometria

Para as andlises espectrais, as penas coletadas de cada regido do corpo de cada
individuo foram conjuntamente fixadas com fita crepe a um papel camurca negro, de forma a
simular a organizac¢do dessas penas no corpo do passaro. Dados de reflectancia foram obtidos
através de um espectrofotdmetro Ocean Optics USB4000 ¢ uma fonte de luz de xendénio
pulsante PX-2 (Ocean Optics, Dunedin, Florida), que fornece iluminagdo no espectro
ultravioleta e no visivel para humanos (250-750nm).

As medidas de reflectancia foram tomadas em relagcdo a um branco padrdo WS-1-SS
(Ocean Optics, Dunedin, Florida) e em duas geometrias de medic¢ao: perpendicular a
superficie das penas, ou seja, tanto a luz incidente quanto a reflexdo medida em paralelo a
normal, e com ambas as fibras de emissao e coleta de luz em angulos opostos de 45° a normal.
No primeiro caso, foi utilizada uma fibra 6tica bifurcada, com uma ponta ligada a fonte de luz
e outra ao espectrofotdometro, sendo a ponta de leitura fixada a um segurador escuro para
impedir a leitura de fontes de luz que nao a lampada. Ja para o angulo de 45°, foram utilizadas
duas fibras oticas bifurcadas, sendo que uma estava ligada a fonte de luz e outra ao

espectrofotometro, e ambas as pontas sobressalentes encontravam-se protegidas da entrada
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externa de luz. Foi utilizado um segurador de fibra que permitia segura-las no angulo desejado
e também as isolava da luz ambiente. Em ambos os casos, as fibras encontravam-se a
aproximadamente 6mm da superficie da pena, proporcionando uma area de leitura de 2mm.
As medidas espectrais foram tomadas com o programa SpectraSuite (Ocean Optics,
Dunedin, Florida). Foram feitas cinco medidas de cada regido do corpo em cada geometria,
sendo que cada medida constituia-se da média de 50 leituras individuais, com um tempo de
integracao de 20 milissegundos e correcdo de boxcar de 30. Dos espectros obtidos, foi
utilizada apenas a regido entre 320-700nm, correspondendo ao espectro de visdo comumente
associado as aves (Cuthil 2006; Mullen & Pohland 2008), interpolando-se a por¢ao decimal

ao numero inteiro inferior mais proximo, de modo a reduzir o nimero de pontos utilizados.

Caracteristicas da coloracio

As propriedades espectrais de reflectancia das penas de cada parte do corpo foram
entdo resumidas em estimativas de brilho, saturacdo e matiz (Montgomerie 2006). Brilho
médio (Bneq) foi calculado como a soma da média do percentual de reflectancia em cada
comprimento de onda. A intensidade de reflectancia no comprimento de onda de méxima
reflex@o (I = Rymax) também foi utilizada como uma medida de brilho. O comprimento de
onda de méaxima reflex@o (Amax) foi utilizado para caracterizar o matiz da cor. Para
caracterizar a saturacao da cor, trés medidas foram utilizadas: contraste (diferenga das
intensidades de reflectancia maxima e minima; C = Rjnax - Rymin), croma ultravioleta
(reflectancia no espectro ultravioleta dividido pela reflectancia total; Ryy = R320-400nm/R320-
700nm) € croma azul (reflectancia na faixa do azul dividida pela reflectancia total; Ry, = Rago-
soonm/R320-700). Essas faixas de coloracao foram utilizadas por representarem a faixa de
reflex@o de maior interesse, uma vez que ¢ onde estdo os picos de reflectancia da maior parte

dos machos de tiziu com plumagem nupcial. Além disso, essas faixas consideram as
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intersecgoes dos espectros de sensibilidade para Passeriformes (Bowmaker et al. 1997) e de
que a reflectancia no espectro do UV ter notoria influéncia em interagdes sexuais intra-
especificas (Dias 2006).

Os valores citados foram calculados para cada individuo e em cada parte do corpo
baseado no espectro médio das cinco medidas tomadas. Visto que a reflectancia em diferentes
angulos e nas diferentes partes do corpo de cada individuo estdo associadas de forma linear,
para evitar problemas de multicolineariedade apenas as caracteristicas de plumagem do manto
na geometria 45 foram utilizadas para definir a plumagem negra nas analises. As penas dessa
regido do corpo sdo maiores e apresentam barbulas em maior densidade, facilitando a
medigdo e provendo maior replicabilidade das medidas (Quesada & Senar 2006). Esse angulo
foi escolhido por ser o que retorna espectro com brilho méximo, provavelmente devido a
rotagdo das barbulas em relacdo ao eixo da barba (Osorio & Ham 2002). Talvez por esse
mesmo motivo, essa configuragcdo de medicao retornou os espectros mais brilhantes e
saturados também para a mancha branca, que ndo ¢ iridescente (Santos et al. 2007).

No caso da plumagem subaxilar branca, foram utilizados apenas o brilho médio e o
contraste, este ultimo como estimativa de lividez, ou de “quao branco” € o espectro,
considerando que contrastes maiores indicam maior desvio dessa cor. As seis caracteristicas
de coloragdo da plumagem negra foram, entdo, inseridas em uma analise de componentes
principais (PCA), de modo a minimizar a influéncia das correlagdes entre elas e reduzir a
dimensionalidade das variaveis. Os valores dos dois primeiros componentes foram utilizados

para as analises subseqiientes (Tabela 2.1).
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Tabela 2.1. Coeficientes para os dois primeiros componentes de uma analise de componentes

principais para seis variaveis relativas as caracteristicas do espectro de reflexdo de penas do

manto de machos de tiziu.

Variavel PC1 PC2
Bined 0,828 0,527
I 0,879 0,474
Amax -0,786 0,566
C 0,919 0,321
Ryy 0,824 -0,426
Razul 0,824 -0,427
Variancia explicada (%) 71,03 21,51

O componente 1 apresentou forte influéncia positiva do contraste, da intensidade

maxima, dos cromas UV e azul e do brilho, além de uma influéncia negativa do matiz. Dessa

forma, individuos com valores altos desse componente apresentam plumagem mais brilhante,

mais saturada e com pico em comprimentos de onda mais baixo, enquanto individuos com

valores baixos apresentam plumagem sem brilho ou defini¢ao cromatica. Esse componente foi

considerado, entdo, como um valor de coloracdo. O segundo componente, por sua vez,

apresentou influéncia positiva principalmente do matiz, do brilho e da intensidade maxima, e

influéncia negativa de ambos os croma UV e azul. Essa medida foi considerada, assim, a

inversa da propor¢ao UV-azul no espectro. Os componentes juntos explicaram mais de 92%

da variagao total dos dados.
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Analises estatisticas

Utilizou-se como medida de qualidade dos individuos um indice obtido dividindo-se a
medida de massa pela medida do tarso (Costa & Macedo 2005, Aguilar et al. 2008). Assim,
valores altos indicam individuos proporcionalmente mais pesados, e valores baixos indicam
individuos proporcionalmente mais leves, independentemente do tamanho. Uma vez que ha
também uma relagdo positiva entre a data de captura e o percentual de plumagem nupcial
apresentado pelo individuo, foi calculado um indice de muda baseado na regressao deste
percentual (transformado pela fungdo arcoseno, de modo a normalizar sua distribui¢do e
tornar linear sua relacdo com o tempo) pelo tempo (Senar 2004). Assim, valores altos desse
indice indicam individuos em estagio de muda mais avangado que o esperado, e valores
baixos indicam individuos com muda mais lenta para a plumagem nupcial.

De modo a controlar para varia¢des anuais, foram utilizados valores padronizados para
a distribuicdo de Z (média = 0, desvio padrdo = 1) para as caracteristicas de coloragao,
calculados separadamente para cada ano. As relagdes entre as variaveis que caracterizam o
espectro de reflectancia das penas de machos de tiziu foram correlacionadas com seus indices
de condicao corporal e de plumagem nupcial. Somente uma variavel apresentou distribui¢ao
diferente da normal (PC1; teste de Shapiro-Wilk, W = 0,92, p = 0,005) . Como nao foi
possivel transformar sua distribuicdo de modo a aproxima-la da normal, foram utilizadas
correlacdes ndo-paramétricas de Spearman entre essa variavel e as demais; em todos os outros
casos, foram utilizadas correlagdes paramétricas de Pearson. Para diminuir as chances de erro
do tipo I (refutar uma hipdtese nula quando ela de fato ¢ real), foram feitas corre¢des
seqiienciais de Bonferroni (Holm 1979), considerando-se as correlagdes entre cada
caracteristica morfoldgica e o conjunto de caracteristicas de cada uma das areas do corpo
(iridescente e mancha branca) como testes da mesma hipotese, conforme recomendagao de

Montgomerie (2006).
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Todas as analises foram conduzidas no programa R (ver. 2.6.1; R Development Core
Team 2007), disponivel gratuitamente em http://cran.r-project.org. Exceto quando indicado o
contrario, os testes foram bi-caudais e os resultados estdo apresentados na forma de média +
erro padrao. Nos casos em que o teste ndo se apresentou significativo, os resultados sdo
indicados na forma p > o’, sendo o’ o nivel de significancia ajustado devido a correcao de

Bonferroni.

RESULTADOS

Foram capturados e utilizados nas analises 43 machos, sendo 28 durante o primeiro
ano e 15 durante o segundo. O espectro de reflectancia das penas do dorso de machos
apresentou saturagdo no espectro ultravioleta e azul (Fig. 2.1), sendo que nove machos (21%)
apresentaram matiz no ultravioleta, 31 (72%) na faixa azul, e trés (7%) em comprimentos de
onda maior que 600nm (classificados como “negros” ou “marrons”’; Tabela 2.2). A remogao

desses individuos ndo alterou os resultados das andlises e, portanto, eles foram mantidos.
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Figura 2.1. Espectro médio de reflectincia de penas negras do manto (linha

continua) e de penas da mancha branca (linha tracejada) de machos de tiziu,

medidos a 45° (N = 43, barras de erro representam intervalo de confianga de 95%)).

Tabela 2.2. Valores (média + EP) para as variaveis das caracteristicas de coloragdo de penas

negras do manto e da mancha branca de machos de tiziu.

Variavel Plumagem Negra (N = 43) Mancha branca (N = 43)
Bied (%) 11,02 £ 0,54 58,10+1,93

C (%) 10,38 + 0,59 14,25+ 0,69

I (%) 15,83 £ 0,81

Amax (nm) 432,71 £ 11,57

Ry (%) 25,88 + 0,65

Razu (%) 34,29 +£0,51
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O valor de coloracao (PC1) das penas negras do manto de machos de tiziu esta
positivamente associado a condi¢d@o corporal dos individuos (rs = 0,36; p = 0,019; Fig. 2.2).
Assim, machos em melhor condi¢do corporal apresentam plumagem mais brilhante, saturada
e com intensidade maxima em comprimentos de onda mais baixos. A propor¢ao de UV-azul
(PC2), entretanto, ndo esta relacionada a condigdo corporal, € nem estdo as medidas referentes

a mancha branca (todas p > 0,025).
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Figura 2.2. Relacdo entre o indice de condi¢do corporal e caracteristicas espectrais

da plumagem de penas negras do manto de machos de tiziu (r; = 0,36, p = 0,019).

Quando comparado ao indice de plumagem, o valor de PC1 também apresentou
relacdo positiva significativa (rs = 0,65, p < 0,001; Fig. 2.3). Ou seja, machos que estio

proporcionalmente mais adiantados na muda para a plumagem negra apresentam plumagem
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mais brilhante, saturada, e com intensidade maxima em comprimentos de onda mais baixos. A
associacdo negativa encontrada entre o indice de plumagem e o contraste da mancha branca
nao se manteve significativa apos a corre¢do de Bonferroni (r = -0,32, p = 0,036 > 0,025; Fig.

2.4).
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Figura 2.3. Relagdo entre o indice de plumagem e caracteristicas espectrais da

plumagem de penas negras do manto de machos de tiziu (rs = 0,65, p < 0,001).
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Figura 2.4. A relacdo entre o indice de plumagem e o contraste na mancha
branca de machos de tiziu ndo se manteve significativa apds a correcdo de

Bonferroni (r =-0,32, p = 0,036 > 0,025).

Entretanto, a relagdo entre o valor de coloracdo ¢ ambos os indices, de condicao
corporal e de plumagem, ndo se deve ao fato dessas duas caracteristicas estarem relacionadas
(r=0,25,p=0,10; Fig. 2.5). Assim, embora tanto machos em melhor condi¢do corporal
quanto aqueles que estdo mais adiantados em sua muda para a plumagem nupcial apresentem
uma cor mais brilhante e saturada, ndo sao os machos em melhor condi¢@o corporal que se

apresentam em estagios mais avangados de muda.
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Figura 2.5. Nao foi encontrada relagdo entre o indice de condicdo corporal e o

indice de plumagem em machos de tiziu (r = 0,35, p = 0,10).

DI1ScussAO

Nesse capitulo, foi encontrado que caracteristicas espectrais da plumagem estrutural
de machos de tiziu estdo relacionadas as suas caracteristicas morfoldgicas durante a época
reprodutiva. Foi encontrada uma relagao positiva entre a condi¢do corporal dos machos
durante o inicio da estagdo reprodutiva e a elaboragdo de sua plumagem nupcial, sugerindo
que machos em melhor condicao sdo aqueles que apresentam cores mais brilhantes, saturadas,
e concentradas na faixa do ultravioleta. Dessa forma, esses resultados sugerem que a variagao
na coloragdo entre os individuos € uma caracteristica que pode estar sendo utilizada por

machos e fémeas dessa espécie para avaliar a condi¢ao de seus co-especificos.
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Além disso, os resultados sugerem que existe uma relacao ainda mais estreita entre o
indice de plumagem e as caracteristicas de coloragdo. O indice de plumagem ¢ uma medida
relativa de investimento em plumagem nupcial, indicando quao distante esta um individuo na
progressdo de sua muda do esperado ao longo do tempo. A relagdo encontrada sugere que
individuos em estagio relativamente mais avangado de muda s3o também aqueles que
apresentam colora¢do mais elaborada. Ha também uma tendéncia destes individuos
produzirem manchas brancas mais lividas, mas essa tendéncia ndo se manteve significativa
apos corregdes para multiplos testes.

Entretanto, as relagdes encontradas ndo sdo artefatos de uma possivel relagdo entre a
condi¢do corporal dos individuos e seu investimento em plumagem nupcial, uma vez que
essas duas caracteristicas ndo estdo correlacionadas. Assim, os individuos em melhor
condicdo corporal ndo possuem caracteristicas de coloracao mais elaboradas por investirem de
forma diferenciada na muda para a plumagem nupcial, sugerindo que existem duas vias
diferentes que podem resultar em uma plumagem mais elaborada.

O tiziu foi uma das primeiras espécies para a qual foi sugerida uma relagdo entre
condicdo corporal e ornamentagdo da plumagem estrutural (Doucet 2002). Nesse estudo, foi
encontrada uma relagdo entre o tamanho das barras de crescimento de penas da cauda, uma
medida estimada de condigao corporal durante a muda, e um componente extraido de uma
PCA muito similar ao encontrado aqui. Também foi encontrada uma relagao entre a condigdo
corporal e o percentual de plumagem nupcial dos individuos, diferente do que foi encontrado
no presente estudo.

No entanto, diversas diferencas entre o estudo citado e o presente estudo precisam ser
ressaltadas. Além do tamanho amostral, quase quatro vezes menor que o aqui utilizado, o
estudo de Doucet (2002) foi conduzido fora do periodo reprodutivo dos tizius para aquela

regido. Como a muda para plumagem nupcial ¢ realizada no inicio da estacdo reprodutiva, a
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taxa de crescimento das penas de voo foi utilizada como estimativa da condi¢ao corporal
(Grubb 1989) dos tizius durante a muda. Entretanto, como em diversas outras aves que
realizam muda entre plumagem bdsica e nupcial, a muda de penas coberteiras (que
caracterizam a plumagem como nupcial ou ndo) nao ¢ realizada ao mesmo tempo que a muda
das penas de voo (Humphrey & Parkes, 1959). Entdo, ¢ possivel que essa estimativa ndo seja
a mais correta. Mesmo assim, € aceitavel considerar que padrdes relativos de muda nupcial e
de penas de voo sejam intra-individualmente consistentes, validando dessa forma sua
comparagao inter-individual.

A relagdo entre condigdo corporal e percentual de plumagem nupcial, encontrada por
Doucet (2002) mas nao neste estudo, pode indicar diferencas na regulacdo da muda para a
plumagem nupcial € novamente para a basica. Embora seja possivel que individuos em
melhor condi¢do corporal ndo invistam mais no desenvolvimento de plumagem nupcial, pode
haver vantagens para esses individuos associadas a sua manutengao por um periodo mais
longo fora da estagdo reprodutiva. Ja foi demonstrado, por exemplo, que resultados de
interagdes entre machos de Poecile atricapillus fora da época reprodutiva sdo determinados
pelo tamanho da mancha negra que possuem na cabega, ¢ que machos dominantes apresentam
maior sucesso reprodutivo (Otter et al. 1998). Fémeas dessa espécie também acessam a
dominancia do macho por esta caracteristica, ¢ aquelas pareadas com machos mais
dominantes apresentam maior sucesso reprodutivo (Otter et al. 1999).

Uma vez que manter caracteristicas indicadoras de dominancia pode incorrer em
custos sociais (por aumentar a agressividade de outros machos dominantes), uma associacao
entre qualidade e o ornamento sinalizador ¢ esperada (Mateos & Carranza 1997). Entretanto, a
evidéncia de que plumagem estrutural apresenta essa funcao sinalizadora ainda é pouco clara.
No péassaro-azul-de-garganta-canela (Sialia sialis), por exemplo, a plumagem estrutural atua

em interagdes intra-sexuais durante o periodo reprodutivo, definindo quem ocupa primeiro as
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cavidades usadas como ninhos (Siefferman & Hill 2005). Ja no chapim azul (Cyanistes
(Parus) caeruleus), ornamentos de coloragao estrutural ndo sdo usados fora do periodo
reprodutivo para determinar hierarquia (Vedder et al., no prelo), embora durante o periodo
reprodutivo machos com maior reflectdncia no ultravioleta sejam menos atacados em
interagdes agonisticas (Alonzo-Alvarez et al. 2004).

O presente estudo sugere, entretanto, que as caracteristicas de coloragdo de machos de
tiziu estdo diretamente associadas a sua condi¢@o corporal no inicio da estacao reprodutiva,
periodo no qual realizam muda para plumagem nupcial. Dessa forma, é possivel que a cor
produzida pela plumagem nupcial do tiziu seja um indicador honesto de qualidade individual
(Zahavi 1975). Entretanto, individuos que ndo estavam necessariamente em melhor condi¢ao
corporal, mas que estavam em estagios avangados de muda, também apresentavam cores mais
saturadas e brilhantes. Visto que ndo ha relagdo direta entre condig¢do corporal e o indice de
plumagem, essa evidéncia isolada poderia sugerir que a relacdo honesta entre o sinal e seu
contetdo ndo se mantenha.

No entanto, existem evidéncias contra esse argumento. E necessario lembrar que a
muda para a plumagem nupcial é um evento custoso, que resulta em um fen6tipo associado a
reproducao. Em um estudo anterior com essa espécie, foi demonstrado que parasitas podem
afetar a condig@o corporal de individuos e também o investimento em plumagem nupcial, mas
que nao ha relagdo entre a condigdo corporal e a plumagem (Costa & Macedo 2005). Esses
resultados sugerem que parasitas podem afetar diretamente o investimento na plumagem
nupcial, e ndo indiretamente, por afetar sua condi¢ao corporal. Portanto, a taxa de muda ou o
periodo no qual o individuo executa esse investimento podem refletir a qualidade individual.

Primeiramente, pode haver uma associagdo entre um componente genético ¢ o indice
de plumagem que um individuo apresenta. Nessa situagao, ndo haveria um efeito ambiental

marcante sobre a aquisi¢ao da plumagem nupcial, o que pode explicar sua dissocia¢ao da
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condig¢ao corporal (Hill 2006). Entretanto, se héa esse vinculo genético e se fémeas preferem
essa caracteristica, os machos com esse(s) gene(s) irdo produzir mais descendentes, que
também apresentardo essa caracteristica (“sexy son hypothesis”; Weatherhead & Robertson
1979). Como essa caracteristica nao pode ser “copiada” por individuos que nao possuem
esse(s) gene(s), a relacdo honesta entre a caracteristica fenotipica e o genotipo desejado ¢é
mantida (Kokko et al. 2002).

Outra possibilidade é que a capacidade de executar uma muda para a plumagem
nupcial mais cedo ou mais rapidamente esteja associada com a idade. Em aves, conforme
individuos ganham experiéncia, sdo capazes de defender melhores territorios e forragear com
maior eficacia, o que ¢ refletido em uma muda realizada mais cedo (Heise & Moore 2003). Se
esse for o caso no tiziu, apenas individuos mais velhos ou mais experientes (que
apresentariam indice de plumagem superior), ¢ individuos com maior qualidade corporal,
seriam capazes de exibir a plumagem ornamental. Se considerarmos que a idade pode ser um
indicador de qualidade, representando que o individuo é capaz de sobreviver e reproduzir por
um periodo maior (Andersson 1994), co-especificos poderiam obter informagdes gerais de
qualidade através de caracteristicas de reflectancia da plumagem de machos de tiziu. Dados os
resultados apresentados no capitulo trés, é provavel que este seja o caso na espécie estudada.

Finalmente, ¢ possivel que as vias de desenvolvimento de uma plumagem mais
ornamentada, tal como encontradas para o tiziu, representem estratégias de alocagdo de
recursos dependentes do contexto ou da historia de vida de individuos (Badyaev &
Qvérnstrom 2002). Quando o investimento em uma caracteristica sexual secundaria varia de
acordo com a histéria de vida, ou com o contexto social ou ecologico, a selecdo natural pode
favorecer um desenvolvimento destes ornamentos que seja sensivel a esse contexto (Emlen &
Nijhout 2000; Badyaev 2006). No caso da plumagem de aves, o investimento em cores ou

ornamentos tem que ser balanceado em relacdo ao investimento em cuidado parental, sucesso
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reprodutivo e a expectativa de reproducao futura (Svensson & Nilsson 1997). Portanto, a
expressdao de um mesmo ornamento pode se dar por vias distintas se individuos estdo em
contextos diferentes.

A prolactina, hormonio responsavel pela regulagdo do cuidado parental, é também a
responsavel pela regulacdo da muda em aves (Dawson & Sharp 1998), podendo ser, entdo, um
mediador proximal desse balanco de investimento. No tentilhdo comum (Carpodacus
mexicanus), foi demonstrado que machos que reproduziram e que nao reproduziram em um
determinado ano apresentaram vias diferentes de expressdo de seus ornamentos (babador
vermelho; Badyaev & Vleck 2007). Machos nao-reprodutivos entraram em muda com maior
qualidade corporal, mas taxas mais baixas de prolactina na circulagdo. Nesses machos, foi
encontrada uma relagdo positiva entre condi¢ao corporal e caracteristicas de sua coloracao,
definida por pigmentos carotendides. No entanto, machos que reproduziram entraram em
muda em condi¢do corporal pior, mas devido aos niveis circulantes de prolactina foram
também capazes de desenvolver uma plumagem bastante ornamentada. Dessa forma, devido
ao controle hormonal, individuos de baixa condi¢do corporal podem produzir ornamentos tao
exuberantes quanto individuos em boa condig@o, dependendo do seu status reprodutivo
anterior.

Nessa mesma espécie, foi encontrada também uma relagdo entre a historia de vida e a
via de expressao do mesmo ornamento. Em individuos jovens, que geralmente tém menor
chance de reproduzir, hd uma associacgao forte entre a expressao do ornamento e sua condi¢ao
corporal; no entanto, a medida que os individuos envelhecem, essa associagdo vai
gradualmente diminuindo até ser virtualmente inexistente (Badyaev & Duckworth, 2003).
Provavelmente, devido a citada mediagdo hormonal, machos mais velhos € com maior chance
de reproduzir ndo dependem de um investimento direto na muda para obterem ornamentos

elaborados. Infelizmente, a relagdo entre ornamentos, hormdnios e reproducao nio ¢
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conhecida no tiziu, mas ¢ provavel que uma mediagdo similar possa resultar em vias
alternativas para o desenvolvimento da plumagem estrutural de machos.

Pouco se conhece da relacdo entre muda e caracteristicas de coloragdo de plumagem,
especialmente estrutural. Também no citado C. mexicanus, foi encontrada uma relagao entre o
inicio da muda e a coloragdo, sendo que machos que iniciam a muda mais cedo apresentam
plumagem mais brilhante (Hill & Montgomerie 1994). No unico estudo realizado
experimentalmente até o momento, foi demonstrado que a aceleragdo da taxa de muda no
pardal francés (Petronia petronia) resultou em um babador amarelo menor e menos brilhante
(Serra et al. 2007).

Embora diversos estudos usem a taxa de crescimento de penas como indicador de
condicdo corporal durante a muda em estudos de plumagem estrutural (e.g. Keyser & Hill
2000; Doucet 2002; Doucet & Montgomerie 2003), ndo ha estudos que relacionem variagao
na taxa ou no momento de inicio da muda a variagdes em suas caracteristicas de coloragao.
Somente um estudo até o momento verificou experimentalmente um efeito negativo da
privagdo de alimentos durante a muda em caracteristicas espectrais de cores estruturais em
penas de aves (McGraw et al. 2002). Porém, ndo foi feito um acompanhamento dos
individuos em relacdo ao seu padrao de investimento em penas estruturais, ndo havendo assim
como saber se o estresse nutricional afetou essa caracteristica. Este, portanto, ¢ o primeiro
estudo a sugerir que individuos em estagios relativamente mais avangados de muda
apresentam cores estruturais mais brilhantes e saturadas. Estudos futuros devem buscar
entender que mecanismos ecologicos, sociais e de histéria de vida sdo responsaveis por
favorecer essa condi¢do, assim como 0s mecanismos proximais e endocrinologicos que

regulam o investimento na plumagem estrutural por machos de tiziu.
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Capitulo 3

Caracteristicas de plumagem variam com idade, filopatria e

estacdo reprodutiva em machos de tiziu (Volatinia jacarina)

INTRODUCAO

Em diversas espécies de aves dicromaticas, a diferencia¢ao de coloracdo entre os
sexos se da de maneira relacionada a idade. Na maioria dos casos, machos realizam muda
apos o primeiro ano de vida, quando adquirem sua maturidade sexual, mantendo essa
plumagem adulta desse momento em diante. Entretanto, mesmo nesse caso diferencgas
quantitativas na plumagem de individuos, principalmente machos, podem existir com relagao
a idade (Hill 1996). Essa variagdo de plumagem ¢ conhecida como “relativa a idade” (age-
related). Em casos menos freqiientes, machos mais jovens apresentam uma diferenca
qualitativa de plumagem em relacdo a machos mais velhos, mantendo a plumagem criptica da
fémea ap0s atingirem idade adulta, podendo ser ou ndo acompanhado de um atraso na
maturacgdo sexual; essa relagdo entre dicromatismo e idade ¢ conhecida como “maturacao
atrasada de plumagem” (delayed plumage maturation; Hill 1996). Em alguns piprideos, como
Chiroxiphia linearis, a aquisicdo da plumagem adulta completa pode demorar até cinco anos
(McDonald 1989; Doucet et al. 2007).

Diversas espécies que apresentam maturacao de plumagem atrasada passam ainda por
mudas anuais completas ou parciais, alternando uma plumagem similar a da fémea (bésica ou
pré-nupcial) quando fora da estacdo reprodutiva, e a plumagem de macho adulto (alternativa
ou nupcial; Humphrey & Parkes 1959) durante a época de reprodugdo. Diversas hipdteses tem

sido propostas e amplamente testadas quanto ao valor adaptativo de atrasar a plumagem
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adulta ou de reverter a plumagem basica quando fora do periodo reprodutivo. As duas que
mais t€m recebido atenc¢do sugerem que machos jovens ou quando fora do periodo
reprodutivo obtém vantagens de se parecer com fémeas por serem tratados como tal (hipdtese
do mimetismo de fémea; Rohwer et al. 1980), ou que machos podem sinalizar sua posicao de
subordinado ou como reprodutivamente inativo, € que portanto ndo representam ameaga a
outros machos (hipotese da sinalizagdo de status; Lyon & Montgomerie 1986). Embora as
possiveis vantagens de se atrasar a maturagao da plumagem tenham recebido bastante atencao
recente, pouca atencao tem sido dada a possivel variagdo quantitativa relacionada a idade na
plumagem nupcial. Especialmente em espécies que realizam muda da plumagem pré-nupcial
para nupcial anualmente, essa variagcdo pode ser inclusive similar a variacdo relativa a idade
que ocorre em espécies que ndo apresentam maturacdo atrasada de plumagem.

Em diversas espécies de aves, machos mais velhos aumentam seu sucesso reprodutivo
por conseguirem obter mais copulas extra-par e também por sofrerem menos perda de
paternidade em seus proprios ninhos (Kempenaers et al. 1992; Richardson & Burke 1999;
Bitton et al. 2007). Considerando que machos de maior qualidade sdo capazes tanto de
sobreviver mais quanto de investirem mais em ornamentos sexuais (Jennions et al. 2001),
diversos desses ornamentos podem evoluir para representarem sinais honestos de qualidade
(Andersson 1994). Em aves, essa associagdo tem sido bastante estudada em relagdo ao canto,
que geralmente apresenta caracteristicas (e.g. tamanho de repertorio, nimero de elementos)
mais desenvolvidas em individuos mais velhos (Gil et al. 2001). Mais recentemente, diversos
estudos tem buscado relacionar a variagao de caracteristicas de plumagem a idade (Siefferman
et al. 2005; Delhey & Kempenaers 2006; Bitton & Dawson no prelo).

Em estudos dessa natureza, ¢ importante combinar abordagens diferentes para
entender as verdadeiras fontes de variagdo da populagdo. Diversos autores (Gil et al. 2001;

Siefferman et al. 2005) t€ém recomendado fortemente o uso combinado de dados transversais
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(comparando individuos de diferentes classes etarias durante uma mesma época; cross-
sectional), longitudinais (monitorando determinados individuos ao longo de multiplos anos) e
de taxa de retorno. Analises transversais podem revelar diferencas entre classes etarias, mas
nao consideram a possibilidade dessas diferencas serem causadas por uma mortalidade
diferenciada associada a caracteristica sendo considerada. Ja as analises longitudinais
permitem que se verifique como essas alteragdes se dao ao longo do tempo, mas nao
consideram contrastes populacional entre classes etarias em um dado momento. Finalmente,
analises de retorno oferecem indicativos da taxa de sobrevivéncia associada a caracteristica,
mas pode ser confundida pela probabilidade de dispersdo estar também relacionada a
caracteristica. Assim, a combinagdo dessas metodologias oferece a possibilidade de identificar
o contraste entre classes etarias, a contribui¢do genética e ambiental a variagao da
caracteristica ao longo do tempo, e os custos de mortalidade associados a expressao do
ornamento.

O tiziu, Volatinia jacarina, apresenta maturacao atrasada de plumagem, sendo que
fémeas tém plumagem parda com o peito branco salpicado de marrom e machos reprodutivos
possuem plumagem estrutural iridescente negra-azulada, com manchas brancas subaxilares.
Essa plumagem se desenvolve durante o inicio da estagdo reprodutiva, quando machos
migram para o Brasil Central; fora desse periodo, eles efetuam muda para uma plumagem
criptica similar a da fémea, embora a maioria dos machos retenha algumas manchas de
plumagem nupcial durante todo o ano (entre 17-25% em algumas regides do corpo; Doucet
2002).

Na época reprodutiva, defendem territorios bastante pequenos e aglomerados (Murray
Jr. 1982; Almeida & Macedo 2001), onde executam seu chamativo display, caracterizado por
um salto vertical curto acompanhado do canto. Nesse contexto, ¢ bem provavel que tanto a

plumagem negra quanto a mancha branca apresentem caracteristicas de sinalizacdo e que
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sejam de extrema importancia na comunicagdo intra-especifica. Estudos anteriores
demonstraram que caracteristicas espectrais da plumagem negra estdo associadas a condi¢ao
corporal durante a muda (Doucet 2002) e que o total de plumagem negra apresentado por um
individuo esta associado a sua carga parasitaria (Costa & Macedo 2005). Entretanto, nenhum
estudo até¢ o momento demonstrou fun¢do de sinalizagdo da mancha branca. O presente estudo
tem, portanto, o objetivo de avaliar como caracteristicas da plumagem de machos de tiziu,
tanto da plumagem negra quanto da mancha branca, estdo associadas a idade dos individuos.
Para isso, combinamos dados que possibilitaram a realiza¢ao de analises transversais,
longitudinais e de probabilidade de retorno a area de estudos, para testar as hipoteses de que
(1) machos mais velhos sdo capazes de investir em uma plumagem nupcial mais brilhante e
saturada; (2) ao longo do tempo, machos investem mais em plumagem nupcial, que também
apresenta as caracteristicas citadas, e (3) machos de plumagem de melhor qualidade tém

maior probabilidade de retorno a area de estudos no ano apds sua captura.

METODOLOGIA

Area de estudos e coleta de amostras

O estudo foi conduzido em um pomar abandonado, inserido em uma matriz de cerrado
preservado na Fazenda Agua Limpa (15°56'S 47°56'W), uma fazenda experimental de
propriedade da Universidade de Brasilia, visto que tizius sdo conhecidos por reproduzirem-se
em grandes densidades em ambientes alterados ou em estagios iniciais de sucessao (Sick
1997). Nessa area, de aproximadamente 2,56ha, foi demarcado grid utilizando-se 86 estacas
individualmente numeradas e distantes em 20m umas das outras. A captura de machos foi
realizada durante trés estagdes reprodutivas, sendo a primeira entre 04 de novembro de 2005 e

22 de janeiro de 2006 (estagdo reprodutiva 1), a segunda entre 13 de novembro de 2006 e 10
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de janeiro de 2007 (estagdo reprodutiva 2), e a terceira entre 04 de novembro de 2007 e 07 de
janeiro de 2008 (estagdo reprodutiva 3).

Durante esse periodo, individuos foram capturados com o auxilio de 3 a 5 redes de
neblina, armadas diariamente na area de estudos. Em todos os anos, esfor¢os de captura foram
concentrados no periodo entre a chegada de migragdo e o estabelecimento de territdrios, pois
durante esse tempo, individuos encontram-se forrageando ativamente em bandos grandes,
facilitando assim sua captura. Todos os individuos capturados foram marcados com uma
anilha metalica numerada do CEMAVE, além de uma combinagao tnica de trés anilhas
plésticas coloridas. O procedimento de captura incluiu também medidas da asa e do tarso
esquerdos, da cauda e da narina, feitas com o auxilio de um paquimetro (precisao de
0,01mm), e pesagem utilizando um dinamometro de mola (Pesola®, precisdo de 0,2g). No
caso dos machos, dados referentes a plumagem nupcial e ornamentos sexuais foram também
coletados. A cobertura de plumagem nupcial foi medida na cabega, no manto, na regido do
uropigio e no peito, contando-se quantas partes de um disco plastico transparente, dividido em
oito partes iguais estavam preenchidas por plumagem negra quando este era sobreposto a
diferentes partes do corpo da ave. Uma estimativa do percentual de plumagem nupcial foi
obtido através de uma média, ponderada para as quatro partes medidas, da divisdo do nimero
de partes preenchidas por plumagem negra pelo nimero total de partes do disco. Para analise
espectral, foram coletadas trés penas da plumagem nupcial da cabega, do manto e do peito de
cada macho, além de duas penas brancas de cada uma das manchas subaxilares. Essas penas
foram fixadas com fita crepe a um cartiao de papel com a identificacdo do individuo e da
regido do corpo de onde foram coletadas, e o cartdo por sua vez foi embalado em papel
aluminio e mantido em ambiente fresco e seco. Quando individuos foram recapturados em
anos posteriores, os mesmos procedimentos foram executados, de maneira cega a informagdes

de anos anteriores.
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Machos de tiziu ndo podem ser classificados etariamente com base em caracteristicas
morfoldgicas. Além disso, as taxas de filopatria e de sobrevivéncia a migragao sao
desconhecidas para essa espécie. Portanto, esse estudo também tenta esclarecer essas questoes
pela primeira vez. Os dados abaixo sugerem que, embora a taxa de retorno ndo seja muito
alta, ela permanece a mesma ao longo dos anos, ¢ portanto ¢ uma estimativa razoavel e valida
para esse estudo. E possivel que, devido a baixa sobrevivéncia ou a mudangas na escolha de
local de reprodugdo, a taxa de retorno seja efetivamente baixa, e assim, que novas capturas
representem realmente individuos reproduzindo pela primeira vez ou relativamente jovens.
Assim, utilizamos o status de captura como um substituto de idade nas analises, onde “nova
captura” se refere a individuos relativamente jovens, e “recaptura” indica individuos

relativamente velhos.

Espectrofotometria

Para as andlises espectrais, as penas coletadas de cada regido do corpo de cada
individuo foram conjuntamente fixadas com fita crepe a um papel camurca negro, de forma a
simular a organizac¢ao dessas penas no corpo do passaro. A reflectdncia dessas penas foi entdo
medida utilizando-se um espectrofotometro Ocean Optics USB4000 ¢ uma fonte de luz de
xenonio pulsante PX-2 (Ocean Optics, Dunedin, Florida), que fornece iluminagdo no espectro
ultravioleta e no visivel para humanos (250-750nm).

As medidas de reflectancia foram tomadas em relagcdo a um branco padrao WS-1-SS
(Ocean Optics, Dunedin, Florida) e em duas geometrias de medic¢ao: perpendicular a
superficie das penas, ou seja, tanto a luz incidente quanto a reflexdo medida em paralelo a
normal, e com ambas as fibras de emissao e coleta de luz em angulos opostos de 45° a normal.
No primeiro caso, foi utilizada uma fibra 6tica bifurcada, com uma ponta ligada a fonte de luz

e outra ao espectrofotometro, sendo a ponta de leitura fixada a um segurador escuro para
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impedir a leitura de fontes de luz que nao a lampada. Ja para o angulo de 45°, foram utilizadas
duas fibras oticas bifurcadas, sendo que uma estava ligada a fonte de luz e outra ao
espectrofotometro, e ambas as pontas sobressalentes encontravam-se protegidas da entrada
externa de luz. Foi utilizado um segurador de fibra que permitia segura-las no angulo desejado
e também as isolava da luz ambiente. Em ambos os casos, as fibras encontravam-se a
aproximadamente 6mm da superficie da pena, proporcionando uma area de leitura de 2mm.
As medidas espectrais foram tomadas com o programa SpectraSuite (Ocean Optics,
Dunedin, Florida). Foram feitas cinco medidas de cada regido do corpo em cada geometria,
sendo que cada medida constituia-se da média de 50 leituras individuais, com um tempo de
integracao de 20 milissegundos e correcdo de boxcar de 30. Dos espectros obtidos, foi
utilizado apenas a regido entre 320-700nm, correspondendo ao espectro de visdo comumente
associado as aves (Cuthil 2006; Mullen & Pohland 2008), interpolando-se a por¢ao decimal

ao numero inteiro inferior mais proximo, de modo a reduzir o nimero de pontos utilizado.

Caracteristicas da coloracio

As propriedades espectrais de reflectancia das penas de cada parte do corpo foram
entdo resumidas em estimativas de brilho, saturacdo e matiz (Montgomerie 2006). Brilho
médio (Bneq) foi calculado como a soma da média do percentual de reflectancia em cada
comprimento de onda.A intensidade de reflectancia no comprimento de onda de méxima
reflex@o (I = Rymax) também foi utilizada como uma medida de brilho. O comprimento de
onda de méaxima reflex@o (Anax) foi utilizado para caracterizar o matiz da cor. Para
caracterizar a saturacao, trés medidas foram utilizadas: contraste (diferenga das intensidades
de reflectancia maxima e minima; C = Rymax - Rumin), croma ultravioleta (reflectancia total no
espectro ultravioleta dividido pela reflectancia total; Ryy = R320-400nm/R320-700nm) € croma azul

(reflectancia total na faixa do azul dividida pela reflectancia total; Ry, = R400-500nm/R320-700)-
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Essas faixas de coloracao foram utilizadas por representarem a faixa de reflexao de maior
interesse, uma vez que ¢ onde esta o pico de reflectancia da maior parte dos machos de tiziu
com plumagem nupcial. Além disso, essas faixas consideram as intersec¢des dos espectros de
sensibilidade para Passeriformes (Bowmaker et al. 1997) e de que a reflectancia no espectro
do UV ter notéria influéncia em interagdes sexuais intra-especificas (Dias 2006).

Esses valores foram calculados sobre o espectro médio das cinco medidas para cada
parte do corpo de cada individuo. No caso da plumagem subaxilar branca, apenas o brilho
médio e o contraste (como estimativa de lividez, ou de “qudo branco” € o espectro,
considerando que contrastes maiores indicam maior desvio dessa cor) foram utilizados. Para
evitar problemas de multicolineariedade apenas as caracteristicas de plumagem do manto na
geometria de 45° foram utilizadas para definir a plumagem negra nas analises, visto que a
reflectancia em diferentes angulos e partes do corpo para cada individuo estdo associadas de
forma linear. A medi¢do nessa regido do corpo ¢ facilitada e também prové maior
replicabilidade entre as medidas pelo fato de que as penas dessa regido do corpo sdo maiores e
apresentam barbulas em maior densidade (Quesada & Senar2006). Esse angulo foi escolhido
por ser o que retorna espectro com brilho méximo, provavelmente devido a rotagdo das
barbulas em relagdo ao eixo da barba (Osorio & Ham 2002). Talvez por esse mesmo motivo,
essa configuracao de medi¢ao retornou os espectros mais brilhantes e saturados também para
a mancha branca, que ndo ¢ iridescente (Santos et al. 2007).

Para caracterizar objetivamente a iridescéncia dos individuos, ou seja, a varia¢ao nas
propriedades espectrais devido aos angulos de incidéncia e observagdo, seguimos uma versao
modificada da metodologia proposta por Loyau e colaboradores (2007). Assim, calculamos a
diferenga (A) entre as seis caracteristicas espectrais medidas para cada par de geometrias de

incidéncia. Valores altos de iridescéncia de matiz, por exemplo, significam que o
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comprimento de onda para o qual houve a maior reflectancia variou muito entre as duas
geometrias de medicao consideradas.

As seis caracteristicas de coloragdo da plumagem negra-azulada e as seis
caracteristicas de iridescéncia foram, entdo, inseridas em analises de componentes principais
(PCA) separadas, de modo a minimizar a influéncia das correlacdes entre elas e reduzir o
numero de variaveis inseridas nos modelos. Os valores para os dois primeiros componentes
foram utilizados para as analises subseqiientes. Por utilizarem bancos de dados levemente
distintos, os componentes foram calculados separadamente para as analises longitudinais (que
incluiu apenas dados de captura e recaptura dos individuos que foram recapturados), ¢ para as
analises transversais e de retorno (que incluiram tanto individuos capturados apenas uma vez
quanto individuos recapturados). Ainda assim, os resultados foram extremamente similares e,
portanto, para efeito de simplificacdo, somente os coeficientes da PCA das analises
transversais sdo exibidos.

Para as caracteristicas de coloragdo (Tabela 3.1), o componente 1 apresentou forte
influéncia positiva do contraste, da intensidade maxima, do brilho e dos cromas UV e azul,
além de uma influéncia negativa do matiz. Dessa forma, individuos com valores altos desse
componente apresentam plumagem mais brilhante, mais saturada e com pico em
comprimentos de onda mais baixo, enquanto individuos com valores baixos apresentam
plumagem sem brilho ou defini¢do cromatica. Esse componente foi considerado, entdo, como
um valor de coloracdo. O segundo componente, por sua vez, apresentou influéncia positiva
principalmente do matiz, do brilho e da intensidade maxima, e influéncia negativa de ambos
os croma UV e azul. Essa medida foi considerada, assim, a inversa da propor¢ao UV-azul no

espectro. Os componentes juntos explicaram mais de 91% da variacao total dos dados.
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Tabela 3.1. Coeficientes para os dois primeiros componentes de uma analise de componentes
principais para seis variaveis relativas as caracteristicas do espectro de reflexdo de penas do

manto de machos de tiziu.

Variavel PClor PC2o
Bied 0,843 0,505
I 0,888 0,455
Amax -0,678 0,663
C 0,922 0,336
Ryy 0,794 -0,460
Razul 0,798 -0,407
Variancia explicada (%) 67,92 23,19

As caracteristicas de iridescéncia variaram de forma diferente (Tabela 3.2). Houve um
grande peso positivo das varidveis diferenga de intensidade maxima, de brilho e de contraste
no componente 1, e por isso esse componente foi denominado “diferenga de brilho™.
Individuos que tiveram valor alto nesse componente apresentam uma variagao maior no brilho
medido de acordo com a incidéncia de luz, enquanto individuos com valores baixos
apresentaram brilho homogéneo, independente da geometria de medig¢do. O segundo
componente, teve forte influéncia positiva do matiz e do croma azul, e influéncia negativa do
croma ultavioleta. Assim, esse componente foi denominado “diferenga de matiz”, pois valores
altos representam espectro com reflectancia e pico concentrados na faixa do azul, enquanto
valores baixos representam espectro com reflectancia e picos concentrados no ultravioleta.

Juntos, esses componentes explicam mais de 70% da variagdo dos dados.
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Tabela 3.2. Coeficientes para os dois primeiros componentes de uma analise de componentes
principais para seis variaveis relativas a variacdo com a geometria de medigao das

caracteristicas do espectro de reflexdo de penas do manto de machos de tiziu.

Variavel PCliy PC2iy
AB 0,967 0,090
Al 0,989 0,108
Almax -0,188 0,713
AC 0,965 0,055
ARyy -0,050 -0,558
ARqzu1 -0,208 0,672
Variancia explicada (%) 48,77 21,58

Analises estatisticas

Como medida de qualidade dos individuos, foi obtido um indice de massa corporal,
dividindo-se a medida de massa pela medida do tarso (Costa & Macedo 2005, Aguilar et al.
2008). Assim, valores altos indicam individuos proporcionalmente mais pesados, e valores
baixos indicam individuos proporcionalmente mais leves, controlando para o tamanho. Visto
que ha também uma relagdo positiva entre a data de captura e o percentual de plumagem
nupcial apresentado pelo individuo, foi calculado um indice de muda baseado na regressao do
percentual (transformado pela fungao arcoseno, de modo a normalizar sua distribui¢ao e
tornar sua relagdo com o tempo linear) pelo tempo (Senar 2004). Assim, valores altos desse
indice indicam individuos em estagio de muda mais avangado que o esperado, e valores
baixos indicam individuos com muda mais lenta para a plumagem nupcial.

Para averiguar se existem diferengas em caracteristicas da plumagem relacionadas a

idade, foi realizada uma anélise longitudinal e uma transversal. Na analise transversal,
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somente os individuos capturados durante a estagcdo reprodutiva 2 foram consideradas. Isso
porque na estacdo reprodutiva 1 sé havia novas capturas (visto que foi o primeiro ano de
trabalho na area), e somente machos recapturados da estacdo 3 foram analisados. Foram
realizadas andlises de variancia (ANOVA) individuais para cada caracteristica de coloragdo e
de iridescéncia, além do coeficiente de muda e o indice de condig¢do corporal, com essas
caracteristicas como variaveis dependentes e o status de captura (captura ou recaptura) como a
variavel independente.

Para as analises longitudinais, foram utilizados os dados dos 3 anos referentes aos
individuos que foram capturados em um deles e recapturados em algum ano seguinte. Foram
utilizados modelos lineares de efeitos mistos (mixed-effects linear models) para cada
caracteristica de plumagem e de condigao corporal, considerando-as como variaveis resposta
em cada modelo, e considerando status de captura (captura ou recaptura) como o fator intra-
individual e a estagdo reprodutiva de captura como fator inter-individual. Assim, foi possivel
controlar a influéncia da variagdo referente a diferencas populacionais anuais sobre as
caracteristicas analisadas. A interagdo entre esses fatores também foi considerada para
averiguar se as diferengas entre individuos sdo consistentes, ou se variam dependendo do ano
de captura. No caso de uma diferenca significativa entre anos, foram realizados testes t de
Student (com correc¢ao seqiiencial de Bonferroni, Holm 1979) como post-hoc para determinar
os anos cujas médias diferiram.

Finalmente, para verificar a existéncia de um viés de retorno ou de sobrevivéncia
associado as caracteristicas de plumagem e de condig@o corporal, foi realizada uma analise da
probabilidade de retorno baseada nas caracteristicas de coloragdo e iridescéncia dos
individuos. Para isso, utilizamos machos das esta¢des reprodutivas 1 ¢ 2 que foram
capturados em um ano subseqiiente (retorno), € machos dos mesmos anos que nao foram

recapturados (ndo-retorno). A andlise escolhida foi um modelo linear generalizado
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(generalized linear model;, GLM) com fun¢ao de ligacao logit da familia binomial; essa
analise € o equivalente em GLM para a regressdo logistica. A variavel resposta binaria foi
retorno ou nao-retorno (0/1), e as variaveis explicativas incluidas foram caracteristicas de
coloragdo (PCl¢o e PC2,), de iridescéncia (PClj; e PC2i;), condigdo corporal e o indice de
plumagem. O modelo foi simplificado por passos, adicionando ou removendo variaveis
(stepwise) de acordo com sua contribui¢ao ao potencial explicativo do mesmo. Uma vez que
as variaveis de caracteristica de coloracdo variaram entre os anos, foram utilizados valores
padronizados para a distribui¢cdo de Z (média = 0, desvio padrao = 1) calculados
separadamente para cada ano.

Todas as analises foram conduzidas no programa R (ver. 2.6.1; R Development Core
Team 2007), sendo que para os modelos mistos foi utilizado também o pacote nlme (ver. 3.1-
83; Pinheiro et al. 2007). Ambos encontram-se disponiveis gratuitamente em http://cran.r-
project.org. Exceto onde indicado o contrario, os testes foram bi-caudais e os resultados estdo

apresentados na forma de média + erro padrao.

RESULTADOS

No total, foram considerados nas analises machos (Ni,= 58) filopatricos no sitio de
estudo, ou seja, aqueles capturados mais de uma vez em anos diferentes ou que foram
capturados e avistados na drea em um mesmo ano. Dos 28 machos capturados durante a
primeira estagdo reprodutiva, 10 foram observados novamente em algum ano subseqiiente (6
na segunda estacdo e 4 na terceira). Quinze machos foram capturados pela primeira vez na
estacdo reprodutiva 2, sendo que cinco destes foram observados e capturados novamente no
ano seguinte. Dessa forma, podemos calcular uma taxa de retorno geral de aproximadamente

26% (sendo 21,5% no primeiro ano e 33,3% no segundo) .
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Em relacdo as andlises transversais, machos recapturados na estac¢ao reprodutiva 2
(N=0) diferiram dos machos capturados pela primeira vez (N=15) nesse mesmo ano em
diversas caracteristicas de plumagem (Fig. 3.1). No geral, machos recapturados apresentaram
indice de plumagem mais alto (F; ;3 = 5,99, p = 0,024; Fig. 3.2A), cores mais brilhantes e
saturadas (PClcor; Fi19 = 8,93, p = 0,008; Fig. 3.2B) e maior diferenga de brilho devido a
iridescéncia (PClis; Fi19 = 17,68, p < 0,001; Fig. 3.2C), além de uma mancha branca mais
brilhante (F; 19 = 12,41, p = 0,002, Fig. 3.2D). Nao ha diferencas entre as classes etarias na
condi¢do corporal, na propor¢do de reflectdncia na faixa UV-azul (PC2) ou na diferenca de

matiz devido a iridescéncia (PC2j; todos p > 0,05).

30 -
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Figura 3.1. Espectros de reflectincia para machos recapturados (linha
continua) e machos capturados pela primeira vez (linha tracejada) durante a
estacdo reprodutiva 2 (dados usados para a analise transversal). Barras de erro

representam intervalo de confianga de 95%.
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Figura 3.2. Indice de plumagem (A), Valor de coloragio (B), diferenga de brilho (C) e brilho

da mancha branca (D) para machos de tiziu que foram capturados pela primeira vez ou

recapturados durante a estacdo reprodutiva 2 (Nova captura: Ny = 14, Ng.p = 15; Recaptura:

NA-D: 6)

Quando comparamos as diversas capturas de um mesmo individuo ao longo do tempo

(andlises longitudinais), apenas o indice de plumagem varia entre capturas (Fstatus; 10 = 11,53,

p =0,007; Fig. 3.3). Assim, conforme os individuos envelhecem, apresentam indice de

plumagem mais alto, ou seja, sdo capazes de iniciar a muda mais cedo ou de executd-la com

maior rapidez. Todas as demais caracteristicas, incluindo condi¢ao corporal e caracteristicas

de coloragdo, nao foram variaram de forma estatisticamente significativa.
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Figura 3.3. Varia¢do no indice de plumagem de individuos quando capturados pela

primeira vez e quando recapturados em um ano seguinte.

Independente do status de captura (nova captura ou recaptura), houve diferenca
relacionada a estacdo reprodutiva nas variaveis PCl.., PClj, € condi¢do corporal (Tabela
3.3). Entretanto, ndo foi possivel identificar, através de testes post-hoc, a direcao dessa
diferenga. Em nenhuma das analises houve influéncia da interagdo entre ano e status de
captura, sugerindo que essa variagdo anual afetou da mesma forma individuos quando
capturados pela primeira vez e quando recapturados. Dessa forma, essas caracteristicas de
plumagem e de condi¢do corporal sofreram variagdo relacionada ao ano de estudo,

provavelmente devido a variagdes ambientais, e independente do status de captura.
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Tabela 3.3. Caracteristicas de plumagem e condigdo corporal ao longo das trés

estagdes reprodutivas, analisadas para todos os individuos (independente de sua

condicdo de captura). Valores estatisticos referem-se aos valores obtidos para o fator

tempo nos modelos lineares de efeitos mistos (para efeito do status de captura, ver

texto; todas as interagdes N.S.). Valores em negrito sdo significativos.

Caracteristica N*  Estacao Média=EP F gl(nd) P
Reprodutiva

PClcor 9 1 0,39 £ 0,34 6,75 1,11 0,025%
10 2 0,17 £0,37
9 3 -0,23 +£0,27

PC2¢or 9 1 0,07 0,35 1,85 1,11 0,201
10 2 0,26 +£0,33
9 3 -0,35+0,30

PCliy 9 1 0,19 +£0,26 10,33 1,11 0,008}
10 2 0,08 £0,35
9 3 -0,29 +£0,37

PC2iy 9 1 -0,38+0,33 0,76 1,11 0,401
10 2 0,13 +0,30
9 3 0,24 £ 0,36

Rined (mancha branca) 9 1 0,60 = 0,05 1,49 1,11 0,248
10 2 0,62 +0,03
9 3 0,58 £ 0,04

C(mancha branca) 9 1 15,41+ 1,34 0,04 1,11 0,851
10 2 17,91 £2,09
9 3 14,81 + 1,33
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[ndice de plumagem 9 1 -0,47 +£0,25 1,28 1,10 0,284
9 2 0,09 + 0,34
9 3 0,36 + 0,34

Condigao corporal 9 1 0,65 + 0,02 5,94 1,11 0,033%
10 2 0,64 + 0,01
9 3 0,59 + 0,02

* Numero de individuos (novas capturas e recapturas agrupados) em cada ano. O N pode variar caso

individuos tenham fugido durante a coleta de dados antes de determinada caracteristica ser medida.
T Testes post-hoc (testes t de Student com corre¢do seqiiencial de Bonferroni) nio conseguiram

identificar onde estavam as diferengas entre os grupos (todos p > 0,017).

A andlise da probabilidade de retorno indicou que o PC2,, representando a propor¢ao
da reflectancia na faixa UV-azul, esta associado a chance de um dado macho retornar a area
de estudos no ano seguinte (Xz =478, gl =1, p=0,029; Tabela 3.4). Individuos com valores
maiores dessa variavel (ou seja, reflectdncia menos concentrada na faixa UV-azul) tém maior

probabilidade de serem recapturados em anos posteriores na area de estudos (Fig. 3.4).

Tabela 3.4. Modelo GLM para a probabilidade de retorno de machos de tiziu, baseado em

caracteristicas de plumagem, usando fun¢do de ligacdo logit da familia binomial.

Variavel (N =43) Estimativa do pardmetro EP V4 p

(Constante) -0,68 +0,34 -1,99 0,046

PC2¢o; 0,76 +0,37 2,04 0,041
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Figura 3.4. Relacdo entre a probabilidade de um macho capturado pela primeira vez ser re-

avistado na area de estudos e a propor¢do da faixa UV-azul em seu espectro de reflectincia.

DISCUSSAO

Nesse capitulo, demonstramos que diversas caracteristicas de plumagem do tiziu
variam de acordo com o status de captura, medida usada como indicador de idade, em nivel
populacional. A andlise transversal indicou que machos recapturados, quando comparados
com machos capturados pela primeira vez (e provavelmente mais jovens), apresentam
plumagem mais brilhante, mais saturada e concentrada em comprimentos de onda baixos
(faixa do UV-azul). Além disso, a plumagem iridescente desses machos varia mais em brilho
de acordo com o angulo de incidéncia da luz, e suas manchas brancas apresentam maior

reflectancia.
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Machos recapturados apresentavam-se em estagio de muda para a plumagem nupcial
mais avancado que novas capturas, ¢ as analises longitudinais indicam também que essa
caracteristica variou intra-individualmente de forma consistente ao longo do tempo. Isso
sugere que, conforme individuos vao ficando mais velhos, sdo capazes de executar muda mais
rapidamente ou inicia-la mais cedo na estagdo reprodutiva. Entretanto, demais caracteristicas
de plumagem de um mesmo individuo ndo variaram de forma consistente entre anos. Ainda,
de forma aparentemente contraditdria, os resultados sugerem que individuos de plumagem
com espectro de reflectdncia menos concentrado na faixa UV-azul tém maior probabilidade
de retornar a area de estudos no ano seguinte.

Os resultados apresentados sugerem que a condi¢do da plumagem nupcial do tiziu é
um indicativo de idade dos individuos. Essa informag¢ao pode estar sendo acessada por outros
individuos da espécie, que podem considera-la ao tomar decisdes a respeito de interagdes
agonisticas (no caso de outros machos) ou relativas a corte e a copula (no caso de fémeas).
Esse aspecto foi estudado no merion soberbo (Malurus cyaneus), onde machos mais velhos
adquirem plumagem nupcial varios meses antes que machos jovens (Mulder & Magrath
1994), e essa caracteristica afeta drasticamente o sucesso reprodutivo de individuos através do
aumento da probabilidade de se obter copulas extra-par (Dunn & Cockburn 1999). Na
andorinha Tachycineta bicolor, machos mais velhos e com plumagem mais reflexiva também
tem uma probabilidade maior de obter copulas extra-par (Bitton et al. 2007).

Diversos estudos e modelos tedricos sugerem que idade pode ser considerada uma
medida de qualidade genética por refletir o fato de o individuo ter conseguido sobreviver mais
tempo sob as condi¢des as quais a populagao esta sujeita (Andersson 1994). Essa
caracteristica pode ser particularmente importante em espécies migratorias, que estio sujeitas
as intempéries da migracdo. De fato, é provavel que aves migratorias estariam sujeitas a maior

pressdo de selecdo sexual devido a essas dificuldades, fato este que seria refletido em uma
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relacdo entre taxas de copulas extra-par e distancia de migracdo (Spottiswoode & Mgller
2004). Dessa forma, tem sido sugerido também que a evolugao de cores e plumagens
ornamentais em aves pode estar relacionada a condi¢des migratorias, que estariam
selecionando individuos de maior qualidade genética e caracteristicas que indiquem essa
condicdo (Fitzpatrick 1994).

Este estudo € o primeiro a relatar diferengas individuais consistentes em relacao a
mancha branca e a iridescéncia. Os resultados sugerem que machos mais velhos apresentam
mancha branca mais brilhante, além de uma variagdo maior de brilho da plumagem negra
resultante do angulo de incidéncia da luz. A funcdo da iridescéncia na comunica¢do animal
ainda € controversa e se encontra em estagios iniciais de discussdo (Prum 2006). No caso do
tiziu, a relacdo encontrada e o conhecimento de seu comportamento podem sugerir passos
iniciais no esclarecimento do papel da iridescéncia na comunicagdo visual das aves. Vukusic e
colaboradores (2001) sugeriram que a intermitente varia¢ao de brilho e matiz resultante de
escamas iridescentes da borboleta Ancyluris meliboeus pode resultar em um aumento do
estimulo visual, sendo um estimulo intra-especifico que ajuda a chamar a atenc¢ao do receptor.
Durante a execugao de seu display, o tiziu ndo so salta verticalmente, como também gira em
torno de seu eixo corporal, expondo sua plumagem negra a diversos angulos de incidéncia da
luz. Além disso, com o abrir-e-fechar de suas asas, as manchas subaxilares aparecem e
somem, contrastando contra a plumagem negra. Portanto, essa movimentacao resulta no
piscar do branco das manchas contra o fundo negro do corpo, além da variagdo intermitente
na iridescéncia da plumagem negra, e pode ter a fungdo de estimular o sistema sensorial de
fémeas proximas, atraindo sua atenc¢do e aumentando a sua chance de ser escolhido como
parceiro reprodutivo. Se esse for o caso, machos mais velhos apresentam uma vantagem em
relacdo aos mais jovens por apresentarem maior diferenga de brilho devido a iridescéncia,

além de manchas brancas que refletem mais a luz incidente.
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Curiosamente, as analises longitudinais ndo corroboraram os resultados das analises
transversais; quando analisamos a variacao intra-individual, somente o indice de plumagem
variou com a idade, e nenhuma outra caracteristica apresentou a variacao esperada. Além
disso, houve também variagdo nas caracteristicas de coloracdo dos individuos com o tempo,
independente de sua idade. Algumas explicagdes sdo possiveis para essa dicotomia.
Primeiramente, € preciso considerar que a metodologia utilizada pode ter diminuido o poder
de algumas analises estatisticas. Além do tamanho de amostra limitado, ndo foi possivel
definir exatamente a idade dos individuos, mas apenas inferir uma idade relativa a dos demais
individuos da populagdo. Isso se torna um problema particularmente no caso de espécies
tropicais, que sao considerados longevos (embora a maioria dos estudos seja com espécies
nao migratorias; Stutchsbury & Morton 2001). Portanto, individuos agrupados como
“recapturas” podem corresponder a varias faixas etdrias, e a variagdo das caracteristicas de
plumagem pode ndo ser linear ao longo delas. Esse € o caso no passaro-azul-de-garganta-
canela (Sialia sialis), por exemplo, no qual foi demonstrado que embora diversas
caracteristicas de plumagem estrutural e de melanina variem com a idade, a variagao ¢
consideravelmente maior do primeiro para o segundo ano de vida, estabilizando apds essa
idade (Siefferman et al. 2005). O mesmo padrao foi encontrado para o chapim-azul (Cyanistes
(Parus) caeruleus), onde tanto para machos quanto para fémeas a magnitude das diferengas
etarias de coloracdao ndo ¢ a mesma entre individuos no primeiro e no segundo ano de vida, e
entre individuos no segundo ano ou com idade superior a dois anos (Delhey & Kempenaers
2006).

Outra possibilidade é que essas caracteristicas de plumagem sejam extremamente
suscetiveis a uma regulacdo ambiental (Hill 2006). Foi encontrado para o tiziu que
caracteristicas da plumagem variaram no tempo para a populagdo, e essa variagao afetou tanto

novas capturas quanto recapturas. Esse cendrio sugere que caracteristicas espectrais da
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plumagem estdo associadas tanto a qualidade genética do individuo quanto aos fatores
ecoldgicos e sociais que regulam sua expressao. Portanto, ainda que a variagdo entre
individuos de acordo com a idade possa ser identificada facilmente, a consisténcia intra-
individual fica menos evidente devido a flutuagdes resultantes de diferengas ecologicas e
ambientais. Embora ainda se conheca pouco sobre a regulacao ambiental de caracteristicas da
plumagem estrutural, alguns estudos com o cardeal-azul Guiraca caerulea (Keyser & Hill
2000), o chopim Molothrus ather (McGraw et al. 2002), além do proprio tiziu (Doucet 2002),
tém sugerido que a condicao corporal durante a muda influencia as caracteristicas de
coloragdo da plumagem. Se esse for o caso, a expressao desse ornamento de forma
dependente do contexto ecoldgico durante seu desenvolvimento é esperada e uma baixa
consisténcia individual € coerente com as predi¢des tedricas.

No caso particular de plumagem iridescente, a produgdo de cor esta relacionada a
organizagdo das estruturas de queratina, melanina e ar em camadas delgadas responsaveis pela
interferéncia diferenciada nos distintos comprimentos de onda (Prum 2006; Shawkey et al.
2006). Variagdes nanoestruturais nas camadas de queratina e melanina estdo associadas a
variagdes no matiz e no croma UV, respectivamente, em machos do passaro-caramanchao-
cetim (Ptilonorhynchus violaceus, Doucet et al. 2006). Ja o brilho parece estar associado a
quantidade e ao desgaste de barbulas na pena, tanto nessa espécie quanto no S. sialis, que
produz coloragdo estrutural ndo-iridescente (Shawkey et al. 2003; Doucet et al. 2006). Apds a
produgdo da pena, processos de abrasdo, desgaste e acumulo de sujeira podem também
contribuir para a variagao inter-individual da coloragdo estrutural resultante (Osorio & Ham
2002). Além disso, existem evidéncias correlacionais e experimentais de que bactérias
queratinoliticas podem também interferir nas caracteristicas espectrais dessas cores (Shawkey

et al. 2007).
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Nossos resultados indicam que individuos com coloragdo menos concentrada na faixa
do UV-azul apresentam maior probabilidade de retorno. Duas explicagdes sdo possiveis para
esse padrdo. Primeiramente, ¢ possivel que individuos azulados tenham maior propensao a
mudar de area de reproducao a cada ano ou de dispersar. Embora esta possibilidade seja
pouco provavel, ndo existe informagao sobre padrdes de migragdo e dispersao em tizius,
sendo este o primeiro trabalho a sugerir uma taxa de retorno, de aproximadamente 20-30%. E
possivel que machos com diferentes niveis de investimento em plumagem nupcial tenham
sucesso reprodutivo diferenciado em areas e anos diferentes, influenciando decisoes a respeito
de retornar ou buscar uma area diferente e resultando em uma dispersdo nao-aleatoria em
relacdo a essa caracteristica. Assim sendo, essa hipotese nao pode ser descartada.

Outra possibilidade é que exista uma diferencga na taxa de mortalidade associada a
coloracdo da plumagem. Modelos de selecdo sexual sugerem que, se uma caracteristica
ornamental tem um alto custo de producdo, a expressdo desses ornamentos estara
negativamente associada a sobrevivéncia (Grether 1997; Kokko et al. 2002). Quando apenas
alguns poucos machos muito ornamentados fecundam diversas fémeas e sdo responsaveis pela
maior parte da paternidade em uma populagdo, uma estratégia estavel pode ser a de diminuir o
investimento em reproducdo futura para investir em ornamentos custosos no presente
momento (Kokko et al. 2002). Embora no tiziu as caracteristicas sexuais que influenciam na
escolha da fémea ainda sejam pouco conhecidas (Aguilar et al. 2008; Dias 2007), a assimetria
no sucesso reprodutivo entre machos pode ser bastante grande, pois a taxa de copulas extra-
par ¢ extremamente elevada (50% dos filhotes em 63% dos ninhos; Carvalho et al. 2006),
resultando em uma variancia no sucesso reprodutivo mais de duas vezes maior que a variancia
social (R.H.F. Macedo, dados nao publicados).

A relagdo entre sobrevivéncia e ornamentos de plumagem, principalmente plumagem

estrutural, ainda é pouco conhecida e controversa. No chapim-azul (Cyanistes (Parus)
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caeruleus), foi encontrada uma relagao positiva entre a sobrevivéncia anual e o0 componente
ultravioleta do espectro de reflectancia da plumagem estrutural da cabega (Sheldon et al.
1999; Griffith et al. 2003). Entretanto, nessa mesma espécie, mas numa populagdo mais ao
sul, nenhuma relagdo entre caracteristicas de plumagem e sobrevivéncia foi encontrada
(Delhey & Kempenaers 2006). J& na andorinha Tachycineta bicolor, ha uma probabilidade de
retorno associada a uma plumagem azul, em que individuos com matiz mais alto (verde) e
plumagem menos brilhante t€m menos chance de retornar; essa diferenca ¢ atribuida a uma
menor chance de sobrevivéncia desses individuos (Bitton & Dawson, no prelo). No entanto,
em experimento realizado com o galo-lira (Tetrao tetrix), implantes de testosterona resultaram
em plumagem estrutural ornamental menos desenvolvida (devido a uma alocagdo maior de
recursos para reproducdo) e em menor sobrevivéncia (Siitari et al. 2007). Assim, é possivel
que no tiziu a expressao de plumagem saturada na faixa do UV-azul seja muito custosa e
resulte em uma taxa de sobrevivéncia anual menor dos machos que invistam fortemente em
sua ornamentagao.

Diferencas etarias de qualidade individual podem refletir uma mortalidade
diferenciada (sendo a idade um indicativo direto de qualidade genética) ou de aprendizado e
conseqiiente aumento de eficiéncia de forrageio ou territorialidade (sendo nesse caso um
indicativo indireto de qualidade). Existem evidéncias em diversas espécies de aves para este
aumento de eficiéncia. Pode-se citar, por exemplo, o passaro-gato-cinzento (Dumatella
carolinensis), espécie em que individuos no primeiro ano de vida apresentam menor
eficiéncia de forrageamento que individuos a partir do segundo ano, e portanto apresentam
menores taxas de acumulo de gordura (Heise & Moore 2003). Dessa forma, se a produgdo de
cor no tiziu esta associada a qualidade genética do individuo ou ao estresse de
desenvolvimento a que ele esta sujeito, esse tipo de coloragdo pode ser uma indicagdo honesta

de qualidade individual. Por sua vez, a condi¢do do individuo pode estar associada a sua
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capacidade de defender um territorio, forragear e migrar, que em ultima instancia estao
refletidos em sua idade e probabilidade de sobrevivéncia. Os resultados obtidos sugerem
ainda que caracteristicas da coloracdo podem sinalizar a idade do individuo e sua chance de
sobrevivéncia, além de estarem sujeitas a fortes pressdes ambientais em sua expressao. Nesse
cenario, ¢ possivel que se pressoes seletivas reforcem sua expressdao dependente de contexto,
sendo que aparentemente o investimento em ornamentagao pode incorrer em custos de

sobrevivéncia ou retorno em um ano posterior.
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Apéndice I

Script para calculo de matrizes do modelo 6tico de filme fino

Script desenvolvido no programa R (R Development Core Team, 2007) para calcular as
matrizes envolvidas nos modelos oticos de filme fino do capitulo 1. O comando deve ser
copiado e colado na interface do R, criando uma fun¢ao que pode ser chamada com o
comando Rmed. Abaixo do script, seguem também exemplos de como rodar a fungdo e de
como exportar os espectros resultantes para um documento de texto delimitado por tabulagao,
para utilizagdo em outros programas.

As unicas variaveis necessarias para rodar o modelo sdo as espessuras da camada de
queratina e de melanina (no modelo, d1 e d2, respectivamente). Os indices complexos de
refragdo apresentam valores padrio (apresentados no texto), mas podem ser modificados com
alteracdo dos valores de n0 (substrato, considerado o ar), nl (queratina) e n2 (melanina). O
angulo de incidéncia padrao do modelo € zero (paralelo a normal), mas pode ser modificado,

bastando para isso alterar o valor de ag0.

#INICIO DO SCRIPT

Rmed<- function (ag0=0,n0=1,n1=1.56-0.03*1i,n2=2.0-0.6*11i, n3=1.56-
0.03*1i,d1,d2)

{

mls<-NULL

m2s<-NULL

m3s<-NULL

m4s<-NULL

mlp<-NULL
m2p<-NULL
m3p<-NULL
m4p<-NULL

for (wl in 320:700)
{

#ANGULOS DE INCIDENCIA COMPLEXOS (PELA LEI DE SNELL; ANGULOS EM RADIANOS)
agl<- asin(nO*sin(ag0)/nl)



ag2<- asin(nO0*sin(ag0) /n2)
ag3<- asin(n0*sin(ag0) /n3)

#MATRIZES DE INTERFERENCIA

far-queratina

rlp<-(n0*cos (ag0)-nl*cos (agl))/ (n0*cos (ag0)+nl*cos(agl))
Ilp<- matrix(c(l,rlp,rlp,1l),nrow=2,ncol=2)

rls<-(nl*cos (ag0)-n0O*cos(agl))/ (nl*cos (ag0)+n0*cos (agl))
Ils<- matrix(c(l,rls,rls,1l),nrow=2,ncol=2)

fqueratina-melanina

r2p<-(nl*cos (agl)-n2*cos (ag2))/ (nl*cos (agl)+n2*cos (ag2))
I2p<- matrix(c(l,r2p,r2p,1),nrow=2,ncol=2)

r2s<-(n2*cos (agl)-nl*cos (ag2))/ (n2*cos (agl)+nl*cos(ag2))
I2s<- matrix(c(l,r2s,r2s,1),nrow=2,ncol=2)

#melanina-queratina

r3p<-(n2*cos (ag2) -n3*cos (ag3) )/ (n2*cos (ag2) +n3*cos (ag3))
I3p<- matrix(c(l,r3p,r3p,1l),nrow=2,ncol=2)

r3s<-(n3*cos (ag?2)-n2*cos (ag3) )/ (n3*cos (ag2) +n2*cos (ag3))
I3s<- matrix(c(l,r3s,r3s,1),nrow=2,ncol=2)

#MATRIZES DE TRANSFERENCIA

#queratina

bl<- (2*pi*dl*nl*cos(agl))/wl

Ll<- matrix(c(exp(bl*1i),0,0,exp(bl*-11i)),nrow=2,ncol=2)

#melanina
b2<- (2*pi*d2*n2*cos(ag2))/wl
L2<- matrix(c(exp(b2*1i),0,0,exp(b2*-11)),nrow=2,ncol=2)

#MATRIZES TOTAIS DE DISPERSAO
SCAT1s<-I1s%*%L1%*%I12s%*%L2%*%I3s
SCAT2s<-I1s%*%SL1%*%12s
SCAT3s<-I11s%*%L2%*%$13s
SCAT4s<-12s5%*%L2%*%$13s

SCAT1p<-I1p%*SL1S*SI2p%*SL2%*%I3p
SCAT2p<-I1p%$*$L1%*%$I2p
SCAT3p<-I1p%*3$L2%*%I3p
SCAT4p<-I2p%*%L2%*%$I3p

#AMPLITUDE DE REFLECTIVIDADE

refls<-SCAT1s[2,1]/SCAT1s[1,1]
ref2s<—SCAT2s[2,l]/SCATZs[l,l]
ref3s<-SCAT3s[2,1]/SCAT3s[1,1]
ref4s<-SCAT4s([2,1]/SCAT4s[1,1]
refl1p<-SCAT1p(2,1]/SCAT1p[1,1]
ref2p<-SCAT2p[2,1]/SCAT2p[1,1]
ref3p<-SCAT3p[2,1]/SCAT3p[1,1]
ref4p<-SCAT4p[2,1]/SCAT4p[1,1]

#REFLECTANCIA FINAL
REFls<-refls%$*%Conj
REF2s<-ref2s%*%Conj
REF3s<-ref3s%*%Conj
REF4s<-ref4s%$*%Conj

refls
ref2s
ref3s
refds

— e~~~

)
)
)
)

REFlp<-reflp%$*%Conj (reflp)
REF2p<-ref2p%*%Conj (ref2p)
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REF3p<-ref3p%$*%Conj (ref3p)
REF4p<-refd4p%*%Conj (refip)

#MODELOS

mls<-c(mls,REF1s*100
m2s<-c (m2s,REF2s*100
m3s<-c (m3s,REF3s*100
m4s<-c (mds,REF4s*100

—_ — — —

mlp<-c
m2p<-c
m3p<-c
m4p<-c

mlp,REF1p*100
m2p, REF2p*100
m3p, REF3p*100
m4p, REF4p*100

AAA,\
—_ — — —

}

model.ls<-as.numeric(
model.2s<-as.numeric (
model.3s<-as.numeric (
model.4s<-as.numeric (

mls)
m2s)
m3s)
m4s)
model.lp<-as.numeric
model.2p<-as.numeric

(
(
model.3p<-as.numeric (
model.4p<-as.numeric (

mlp)
m2p)
m3p)
m4p)
model.1l<- (model.ls+model.lp
model.2<- (model.2s+model.2p
model.3<- (model.3s+model.3p
(

model. 4<- (model.4s+model. 4p

#TABELA DE DADOS
wavelength<-320:700
tfilm<-data.frame (wavelength,model.l,model.2,model.3,model.4)

#GRAFICOS E RESULTADO

plot (wavelength,model.l, typ="1",ylim=c(0,25), xlab="Comprimento de onda
(nm)",ylab="Reflectdncia (%)", col="darkblue" ,lwd=2)

points (model.2~wavelength, typ="1", ,lty=2, col="red" ,lwd=2)

points (model.3~wavelength, typ="1", ,lty=3, col="green" ,lwd=2)

points (model.4~wavelength, typ="1", ,lty=4, col="blue" ,lwd=2)

legend ("topright", legend=c ("Modelo 1", "Modelo 2", "Modelo 3", "Modelo 4"),
lty=c(1,2,3,4), lwd=2, col=c("darkblue","red","green", "blue"))

tfilm

}
#FIM DO SCRIPT

#EXEMPLO DE COMO RODAR A FUNCAO
tiziu.45<-Rmed (d1=126.17,d2=416.75, ag0=0.7850)
tiziu.45

#EXEMPLO DE COMO EXPORTAR A TABELA DE DADOS
write.table(tiziu.45, "c:/gassquitd5.txt", sep="\t")
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