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1. Introducéo:

O sistema de acasalamento em "lek" é definido como aquele onde 0s machos se reinem em
uma area de exibicdo comunitaria com o proposito de atrair e cortejar fémeas. Este tipo de acasalamento
ja foi descrito em vérias espécies de insetos, peixes, anfibios, algumas espécies de mamiferos, mas
principalmente em aves (Emlen & Oring, 1977). O acasalamento em lek ocorre em espécies cujos
habitats apresentam recursos amplamente distribuidos e, portanto, reduzida disputa por estes (Hoglund
& Alatalo, 1995). Assim, os machos podem agregar-se em determinadas areas de exibicao, para as quais
as fémeas sdo atraidas. Esse sistema de acasalamento é amplamente disseminado em aves (Hoglund &
Alatalo, 1995), nas quais algumas espécies apresentam exibicOes de acasalamento muito estereotipadas
e complexas. Um exemplo classico desse comportamento ocorre na familia Pipridae, tais como as
espécies Corupipo gutturulis (Davis, 1982; Prum, 1986), Manacus manacus (Olson & McDowell,
1983), Machaeropterus deliciosus (Willis, 1966; Bostwick, 2000) e Pipra fasciicauda (Robbins, 1983;
1985).

Em diversas aves, 0 sucesso reprodutivo dos machos néo se restringe somente as caracteristicas
ornamentais, mas também & capacidade de as evidenciar através de sinais multimodais, i.e. sinais que
envolvem vérias modalidades sensoriais (e.g. Barske et al., 2011; Partan & Marler, 1999; Mitoyen et
al., 2019). Os elementos de um sinal multimodal podem exibir diferentes graus de redundancia em seus
significados. A presenca de redundancia, serve como um mecanismo de garantia de compreensdo da
mensagem em ambientes ruidosos, atuando como “sinais de reserva” (Mgller & Pomiankowski, 1993;
Partan & Marler, 1999; Mitoyen et al., 2019). Em contraste, componentes ndo redundantes oferecem a
vantagem de transmitir um volume maior de informagdes por unidade de tempo, ou seja, multiplas
mensagens (Partan & Marler, 1999). Em algumas espécies a selecdo favoreceu a evolugdo de sinais

multimodais em machos, pois aumenta o sucesso reprodutivo (Mitoyen et al., 2019). Isso implica em



uma combinacdo de varios atributos sensoriais, como padrdes intensos de cores, vocalizagdes, sinais
vibracionais e quimicos, além de um exagerado display visual estereotipado (e.g. Mealler &
Pomiankowski, 1993; Manica et al., 2016; Vicente & Halloy, 2017; Mitoyen et al., 2019; Shogren &
Boyle, 2021; Stritih-Peljhan & Virant-Doberlet, 2021; Dalziell & Welbergen, 2022; Ota & Soma, 2022;
Prior et al., 2022). As exibi¢cbes multimodais apresentam alguns beneficios, além de aprimorar a
eficiéncia do sinal, tais como: fornecer multiplas informacGes sobre as qualidades dos machos,
desencadear diferentes respostas das fémeas, alcancar diferentes receptores, sinalizar em diferentes
escalas ambientais, sinalizar uma boa coordenagdo neuromuscular e a intera¢do entre 0s componentes
produz novas informacdes (e.g. Beletsky 1983; Gibson, 1996; Mateos & Carranza, 1999; Pedroso et
al., 2013; Wignall & Herberstein, 2013; Kozak & Uetz, 2016; Vicente & Halloy, 2017; Ronald et al.,
2018; Mitoyen et al., 2019; Schaedler et al., 2021; Moody et al., 2022). Dessa forma, muitos atributos
sexuais secundarios em machos evoluem por conta da selecéo sexual, ou seja, pela preferéncia da fémea
por caracteristicas como o desempenho motor (Byers et al., 2010). Este desempenho motor se refere ao
vigor, que € a capacidade de um individuo de realizar repetidamente acdes motoras energeticamente
custosas (Byers et al., 2010). Em diversas espécies, os individuos desempenham displays que requerem
grande investimento energético, como o0 voo e a vocalizagdo em algumas espécies de aves (Barske et
al., 2011). Com isso, em muitas espécies, 0os ornamentos dos machos sdo acompanhados por exibi¢des
motoras visiveis, e 0s ornamentos frequentemente surgem secundariamente como uma maneira de
realcar a habilidade ou vigor aparente do macho (Byers et al., 2010).

Além das complexas interagdes entre ornamentos, displays e os sinais multimodais, é essencial
considerar como o parasitismo pode influenciar na sinalizagdo e afetar essa dindmica evolutiva. Os
parasitos sdo organismos adaptados para explorar recursos em seus hospedeiros, competindo
internamente por esses recursos ou consumindo tecidos vivos e causando efeitos negativos em seus
hospedeiros (Nerissa Ramnath, 2009; Hananeh et al., 2022). Os hemosporideos (Sporozoa:
Haemosporida) sdo um agrupamento de protistas que parasitam diversos organismos, incluindo
anfibios, répteis, aves e mamiferos, utilizando insetos dipteros (Insecta: Diptera) hemat6fagos como
vetores para sua disseminacdo. Nas aves, a progressao dos parasitos hemosporideos envolve uma
dualidade de hospedeiros: aves atuando como hospedeiros intermediarios, e os vetores Diptera, servindo
como hospedeiros definitivos (Valkianas, 2005; Santiago-Alarcon et al., 2012). Essa relacéo
hospedeiro-parasito é exemplificada pelas familias de mosquitos Culicidae, os transmissores do género
Plasmodium, causador da maléria aviéria; as familias Hippoboscidae e Ceratopogonidae, vetores do
género Haemoproteus; e o subgénero Akiba da familia Simuliidae, responsavel pela disseminagdo do
género Leucocytozoon (Santiago-Alarcon et al., 2012).

Durante a alimentacdo, 0s vetores inserem esporozoitos nas aves hospedeiras, desencadeando
a formacéo de estagios assexuados por meio de divisdo mitética nas células dos tecidos do hospedeiro
(Valkianas, 2005; Santiago-Alarcon et al., 2012). E pertinente destacar que quatro géneros principais

de hemosporideos sdo observados em aves: Plasmodium, Haemoproteus, Parahaemoproteus e



Leucocytozoon (Santiago-Alarcon et al., 2012; Galen et al., 2018). Os parasitos hemosporideos
infectam as células sanguineas e podem afetar a condigdo corporal (Valkitnas et al., 2006), 0 sucesso
reprodutivo (Marzal et al., 2005) e a sobrevivéncia (Mgller & Nielsen, 2007), podendo levar a extingdo
do hospedeiro em casos extremos além de influenciar a qualidade da prole (Bielanski et al., 2017).

Ectoparasitos também tém impactos em seus hospedeiros, que ndo podem ser
reconhecidos como patologia, mas reduzem o valor adaptativo do hospedeiro (Mgller et al., 1990).
Estes sdo custos, geralmente, associados as estratégias de defesa do hospedeiro. O exemplo mais
proeminente é o abandono de ninhos ativos por aves em resposta a alta densidade de ectoparasitas
(Mgller et al., 1990; Lehmann, 1993). As aves hospedam uma variedade de ectoparasitas que abrange
insetos como piolhos (Phthiraptera), pulgas (Siphonaptera), percevejos (Hemiptera) e moscas (Diptera)
(Marshall, 1981). Além de aracnideos como carrapatos e acaros (Acari) (Meller et al., 1990; Proctor &
Owens, 2000). Devido a alta carga parasitaria, as aves sdo um dos grupos mais estudados em relacéo a
influéncia dos parasitos no valor adaptativo e na atratividade de seus hospedeiros (Valkianas, 2005;
Bielanski et al., 2017; De La Torre et al., 2020). Além dos efeitos diretos na salde e na sobrevivéncia,
os parasitos podem influenciar caracteristicas sexuais secundarias dos individuos, como displays de
exibicdo do hospedeiro durante a reproducgéo (Marzal et al., 2005; Romano et al., 2019). Tais displays
podem atuar como indicadores honestos da resisténcia genética dos machos a doengas e parasitos, sendo
importantes para a selegdo sexual (Hamilton & Zuk, 1982; Merino et al., 2000; Bosholn et al., 2016;
Romano et al., 2019).

Dentre as aves, 0s piprideos sdo um grupo diverso que engloba cerca de 55 espécies; sdo
comumente encontrados em florestas de toda a regido neotropical (Winkler et al., 2020). Com habitos
frugivoros e habitantes dos sub-bosques (Blake & Loiselle, 2002). Na maioria das espécies dessa
familia, as fémeas e os machos jovens possuem plumagem verde-oliva, enquanto os machos adultos
tém cores vivas como amarelo, vermelho, azul, branco e preto (Sick et al., 1997). A maioria das aves é
poligdmica, e 0os machos de muitas espécies sdo bem conhecidos pelo comportamento de cortejo em
lek. Apos a cOpula, apenas as fémeas constroem os ninhos, incubam os ovos e cuidam dos filhotes (Sick
et al., 1997).

Os tangarés (Chiroxiphia caudata) sdo piprideos que apresentam um notavel dicromatismo
sexual. As fémeas tém uma aparéncia discreta com penas completamente verdes, enquanto os machos
adultos ostentam uma plumagem vistosa, com asas, cabeca e cauda pretas, além de uma plumagem
corporal azulada e uma coroa avermelhada. Os machos jovens, por sua vez, se assemelham as fémeas
(Mallet-Rodrigues & Dutra, 2012). Os machos adultos realizam um display cooperativo com dois a seis
individuos em um poleiro de exibicdo que frequentemente é defendido pelo macho alfa (Foster, 1981;
Ribeiro et al., 2019). Ao preceder o comportamento cooperativo de display, um Unico macho pode
vocalizar de um poleiro de cerca de 3 a 12 metros de altura, nas proximidades da arena (Foster, 1981).
Esse chamado é repetido de 9 a 20 vezes por minuto e pode durar de poucos minutos a meia hora (Foster,

1981)._ Em duetos e coros, 0s machos normalmente vocalizam por aproximadamente 0,92 minutos,




embora essa média possa variar, em média, até 0,63 minutos. Essas estatisticas foram derivadas de 9

observacoes, abrangendo, em média, 18% de um periodo total de 5 minutos, com um desvio padrdo de

13%. As vezes, dois machos podem alternar-se na producio dos sons para atrair a fémea a area de
exibicdo (Schaedler et al., 2019). Quando uma fémea chega, o primeiro macho a avista-la emite um
chamado frenético para alertar e reunir os demais machos ao redor da area de exibicdo (Foster, 1981).
Na exibicdo cooperativa, dois ou mais machos realizam movimentos de voo coordenados em direcdo a
fémea, acompanhados de vocalizages. O macho mais proximo da fémea salta, paira no ar e emite
vocalizaces, depois voa para a ultima posicdo no galho. O segundo macho se curva em reveréncia a
fémea, voa ao lado dela enquanto vocaliza, e entdo retorna ao final da fila. Esse padrdo se repete com
0s outros machos na fila, até que o macho alfa emita uma vocalizagdo alta enquanto paira no ar e bate
as asas, encerrando a exibi¢do cooperativa (Foster, 1981; Ribeiro et al., 2019).

Diante do exposto, aqui estudaremos as demandas conflitantes para machos de tangara na
producdo e manutengéo de caracteres sexuais secundarios e na defesa contra parasitos, ambos altamente
custosos para 0 organismo. Assim, para equilibrar os recursos disponiveis, o organismo deve alocéa-los
de forma estratégica. Se o organismo alocar mais recursos para a reproducdo, ele pode ter menos
recursos para a defesa contra parasitos, logo, aumentara a suscetibilidade de infeccdes parasitéria, do
qual pode ter efeito na sua reproducéo e sobrevivéncia (Allander, 1997). Buscaremos preencher lacunas
no conhecimento acerca da relacdo entre parasito-hospedeiro e seus impactos nas caracteristicas sexuais
secundarias e condicoes fisicas, uma vez estudos sobre parasitismo em aves sdo restritos a distribuicao,
prevaléncia e parasitemia (e.g. Fecchio et al., 2011; 2022; Lacorte et al., 2013; Lutz et al., 2015;
Marroquin-Flores et al., 2017; Ellis et al., 2020; Dantas-Torres et al., 2021). Poucos estudos
investigaram comunidades de hemosporideos no nivel individual (e.g. Rooyen et al., 2013) e apenas
alguns estudos que testaram a relagdo dos sinais honestos e parasitismo em espécies com o sistema em
lek (e.g. Boyce, 1990; Hdglund et al., 1992; Gilman et al., 2007; Bosholn et al., 2016). Portanto,
antecipamos que machos de tangaras com parasitos exibirdo um desempenho inferior no display, terdo
piores condicdes corporais e coloracdo da plumagem quando comparados a individuos saudaveis. Em
outras palavras, se o0s sinais de exibicdo dos tangaras refletem de maneira honesta sua condicao fisica,
é provavel que individuos com melhor satde apresentem maior desempenho e menor presenca de
parasitas. Sinais honestos evoluem devido a selecdo que favorece um investimento eficiente e otimizado

na expressdo do sinal, minimizando os custos de sinalizacdo (Penn & Szamadd, 2020).

2. Meétodos

Utilizaremos dados previamente coletados por membros do LECO (Laboratério de Ecologia
Comportamental e Ornitologia) do Departamento de Zoologia da Universidade Federal do Parana no
periodo de 2014 a 2019 e novos dados que serdo coletados durante as proximas estagdes reprodutivas

dos tangaras, no periodo de setembro de 2023 a marco de 2024 e setembro a dezembro de 2024 (Foster,



1981; Zima et al., 2017). A &rea de estudo esta localizada nos Mananciais da Serra - Parque Estadual
Pico Marumbi, Piraquara, PR (48°59'0 e 25°29'S), a uma altitude média de 1009 + 24 metros (Reginato
& Goldenberg, 2007). Este local corresponde aos Ultimos remanescentes de floresta bem preservada na
regido metropolitana de Curitiba, PR, onde h& o encontro de duas formacdes vegetais: a Floresta
Ombrdfila Mista e a Floresta Ombrdéfila Densa Montana (Reginato & Goldenberg, 2007). De acordo
com a classificacdo de Koppen, o clima é cfb, que indica um clima subtropical dmido com clima
oceanico, sem estacdo seca e verdo temperado, que ocorre em areas de grande altitude, como a regido
de Curitiba e Ponta Grossa (Aparecido et al., 2016).

As descricdes da coleta de dados a seguir se referem tanto aos métodos utilizados entre 2015 a
2019 quanto aqueles a serem utilizados em 2023 e 2024.

Identificaremos a localizagdo dos poleiros de exibicdo utilizados pelos tangarés a partir de busca
ativa em areas onde os machos estejam vocalizando ou realizando exibi¢cGes comportamentais (Ribeiro
etal., 2019). A captura dos individuos sera feita com quatro a oito redes de neblina, cujos comprimentos
variam de 6 a 12 metros. As redes serdo estrategicamente posicionadas a uma distancia aproximada de
10 a 15 metros em relagdo aos poleiros de exibicdo, estando em conformidade com as diretrizes
estabelecidas pelo CEMAVE/ICMBIio (Sousa & Serafini, 2020). Ap6s a captura, as aves serdo
identificadas individualmente por meio de quatro anilhas coloridas, duas em cada tarso, em
combinagdes Unicas. Essas anilhas permitirdo a identificacdo dos individuos tanto a distancia quanto
nos videos registrados. Durante a captura, registraremos os atributos morfolégicos: massa corporal,
obtida por meio de uma balanca digital, comprimentos do tarso, asa e cauda, registrados com um
paquimetro. Para a coleta da amostra sanguinea, sera obtido aproximadamente 70 uL de sangue por
meio de uma puncg&o na veia braquial, utilizando agulhas 13 x 0,45 mm. Essa amostra seré usada tanto
para a criacdo de um esfregaco de sangue quanto para a preservacdo do material genético em uma

solucéo tampdo. Coletaremos 4 a 5 penas de quatro areas do corpo (dorso superior e inferior, peito e

coroa). Estas penas serdo usadas posteriormente em anélises de coloracdo de plumagem. Para isso,

utilizaremos um espectrofotdmetro com uma fonte de luz de xenénio. Cada regido terd suas penas

alocadas em uma superficie preta. Faremos leituras das quatro areas coletadas em cada individuo,

obtendo a média de trés replicatas para cada um. Em sequida, extrairemos variaveis de coloracdo, como

brilho, saturacdo e matiz (seguindo Schaedler et al., 2019).

Para coletar ectoparasitos como &caros, piolhos e pulgas, analisaremos o corpo da ave nas
regibes, como coroa, nuca, dorso, asa, cauda, ventre, perna, barriga e peito em busca destes
ectoparasitos. Utilizaremos &lcool etilico a 70% para a fixacdo dos parasitos, viabilizando sua
preservacao apos a coleta. No manuseio dos exemplares utilizaremos pingas de precisdo ou um pincel
fino imerso em alcool, seguindo os procedimentos descritos por Marshall (1981). Em dias subsequentes
as capturas, registraremos videos dos poleiros para identificar os padrées comportamentais relacionados
a reproducdo. Utilizaremos filmagens provenientes de cadmeras posicionadas a uma distancia minima

de 5 metros dos poleiros e, além disso, utilizaremos gravadores de som digitais autbnomaos para capturar



as vocalizagdes em torno das areas de exibigdo. As atividades de filmagem e gravacgao sonora ocorrerdo
simultaneamente das 6 as 12 horas, de duas a trés vezes por semana. Mediremos o didmetro de cada
poleiro com um paquimetro para utilizad-lo como escala para converter todas as dimensdes obtidas a
partir das imagens estaticas (Ribeiro et al., 2019). Posteriormente, no laboratorio, realizaremos a
triagem dos videos para identificacdo de quatro parametros:

1- Altura do voo vertical: distancia entre o poleiro e o bico do macho quando este atinge um

angulo de 90° no ponto mais alto do voo vertical.

2- Duracdo do voo vertical: representa o tempo necessario para 0 macho alcancar sua altitude

méaxima de voo.

3- Distancia até a fémea: medida pela distancia entre a projecao horizontal do bico do macho,

guando atinge a altura maxima de voo, e o centro do corpo da fémea.

4- Velocidade: calculada como a relacdo entre a distancia percorrida pelo macho, desde a

decolagem até o pouso, e a duragdo do voo.

Para estas analises, utilizaremos programas de edicao de video, como o Windows Movie Maker,
bem como o software de analises acusticas Raven Pro versdo 1.6.4 no processamento das gravagoes
sonoras.

Utilizaremos as amostras de sangue em andalises moleculares com o propésito de detectar a
presenca de hemoparasitos (seguindo De La Torre et al., 2020). Extrairemos 0 DNA do parasito
hemosporideo das amostras utilizando o kit de extracdo The Wizard® Genomic DNA Purification Kit.
Para a amplificacdo sera utilizado um fragmento de DNA de 478 pb do citocromo b de hemosporideos
usando uma PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) aninhada. Utilizaremos os primers HaemNF e
HaemR3 para a primeira reacdo e os primers HaemF e HaemR2 na reacdo aninhada (De La Torre et al.,
2020). Quanto a analise filogenética dos hemosporideos aviarios, adotaremos o protocolo idéntico ao
apresentado por De La Torre et al. (2020). Nele, as sequéncias de DNA dos hemoparasitas serdo
alinhadas e ajustadas, utilizando o software ChromasPro (Technelysium Pty Ltd Helensvale, Australia),
antes de serem comparadas com linhagens disponiveis nos bancos de dados GenBank e MalAvi. As
andlises laboratoriais serdo realizadas em colaboragdo com o Laborat6rio de Maléria da Universidade
Federal de Minas Gerais, coordenado pela Profa. Dra. Erika Braga.

A avaliagdo das laminas seguira o protocolo estabelecido por Valkitinas (2005). As preparagdes
serdo realizadas em l&minas de vidro, onde uma gota de sangue serd aplicada. A solugéo de coloragdo
para a visualizacdo dos hemoparasitas em aves sera obtida misturando 10 ml da solugéo estoque padrao
com 100 ml de solucéo tampédo fosfatada, ajustada para pH 7,2. A anélise das preparagdes serd iniciada
com uma objetiva de imersdo em 6leo de 40x, acompanhada por uma ocular de 10X, permitindo a
identificacdo rdpida de parasitas menores (Plasmodium spp.) e maiores (Leucocytozoon spp.). A
investigacdo detalhada da morfologia e identificacdo das espécies de hemoparasitas sera realizada em

alta ampliacdo. Para quantificar a parasitemia, a contagem efetiva de parasitas por 1.000 ou 10.000



eritrocitos sera executada em campos selecionados aleatoriamente a partir de um filme sanguineo
delgado.

Uma vez que as analises de extracdo de DNA tenham sido concluidas, procederemos a aplicacdo de
testes estatisticos utilizando modelos lineares mistos para determinar se a presenca de infecgdes
parasitarias tem impacto sobre as exibicOes em lek. Para essa finalidade, utilizaremos os parametros
registrados em video para avaliar o desempenho dos machos durante suas exibi¢cGes. Com isso, a
varidvel independente sera bindria, presenca ou auséncia de ectoparasitos e endoparasitos, enquanto as
varidveis dependentes serdo os pardmetros morfométricos, a coloracdo da plumagem e os elementos de
exibicdo de cortejo, como altitude de voo, duragdo de voo, distancia até a fémea e velocidade.
Utilizaremos uma analise de componentes principais para combinar as variaveis dependentes e reduzir
a dimensionalidade dos dados. Nos modelos mistos, utilizaremos 0s componentes que, em conjunto,

explicarem pelo menos 70% da variacdo dos dados.
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