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1 Resumo

A complexidade social é capaz de provocar repercussdes em escala microscépica. O
microbioma social, constituido pela metacomunidade bacteriana coletiva de um grupo ou
rede social animal é comumente alterado por interacBes sociais, por exemplo. A
transferéncia de bactérias entre individuos pode ocorrer de maneira tdo expressiva que
leva a formacdo de microbiomas sociais distintos entre populacGes da mesma espécie. No
entanto, esta relacdo em aves, bem como a possivel associacao entre coloracao epidérmica
e bactérias metabolizadoras de carotenodides, sdo temas que permanecem pouco
explorados, apesar da diversidade de cenarios de estudo que este grupo propicia. Em
Chiroxiphia caudata, o contexto social é intimamente ligado ao sistema de acasalamento
em lek da espécie. Nele, machos performam exibi¢Ges de cortejo cooperativamente,
favorecendo o sucesso reprodutivo somente de alguns individuos (dominantes, que
finalizam o display e copulam). Com o objetivo de compreender a relacdo entre
diversidade do microbioma cloacal e o contexto social e sexual, estudaremos uma
populacdo de tangards nos Mananciais da Serra, Parque Estadual Pico Marumbi,
Piraquara Brasil. Desejamos explorar como o status social e a posi¢cdo na rede de
interacdes de um individuo prediz a composicao de seu microbioma, bem como fornecer
evidéncias a relacdo entre bactérias carotendide-metabolizadoras e coloragdo da
plumagem. No local de estudo, capturaremos os individuos por meio de redes de neblina,
anilhando-os e coletando penas, sangue e swabs cloacais. As amostras serdo utilizadas
para analise da reflectancia, sexagem e determinacdo da diversidade microbiana,
respectivamente. Além disso, gravaremos os poleiros de exibicdo para registro das
interacbes entre individuos. Assim, desejamos determinar como a composi¢do e
diversidade do microbioma estdo relacionados com a estrutura da rede social e
intensidade de coloracdo. Tendo em vista a caréncia de estudos nestas frentes, este projeto
apresenta potencial para complementar o entendimento da rede de conexdes invisiveis

entre sociabilidade, coloracdo e microbioma.

2. Introducéo geral
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A complexidade das dindmicas sociais em animais desafia explicagdes simplistas. N&o a
toa comportamentos como a cooperagdo entre individuos e o estabelecimento de
hierarquias sociais recebem atencdo impar, com seus mecanismos em cada grupo sendo
continuamente explorados (Axelrod; Hamilton, 2004; Campenni; Schino, 2014; Sherratt;
Roberts, 1999; Tobias et al., 2016). Evolutivamente, o resultado da formacéo de grupos
tem como pressuposto a maximizacdo do ganho de aptiddo (Campenni; Schino, 2014;
Hamilton, 2017). Em aves, por exemplo, espécies com sistema de acasalamento
cooperativo tem aumento de seu sucesso reprodutivo (Downing; Griffin; Cornwallis,
2020; Foster, 1981). A maior complexidade das estruturas sociais observadas em casos
como este, esté positivamente relacionada com a comunicagdo intraespecifica da espécie
(Freeberg; Dunbar; Ord, 2012). A sinalizacdo entre individuos, como a vocalizacdo e
condicdo corporal, é, portanto, fundamental a sociabilidade. No entanto, diversos fatores
consequentes de interagdes sociais permanecem inexplorados, como as respostas do
microbioma a estrutura de redes sociais (Bodawatta et al., 2022) e as relages entre
sinalizacdo e microbioma.

A simbiose entre 0 microbioma reprodutivo e intestinal com seu hospedeiro esta
frequentemente associada com a homeostase fisiolégica, particularmente devido a sua
relacdo com o sistema imune e metabdlico (Broom; Kogut, 2018; Cruz et al., 2022; Kogut,
2019). Disbioses, ou seja, o desequilibrio do microbioma no hospedeiro, estdo associadas
com alteracdes sistémicas, levando a condi¢6es prejudiciais de satde (Cruz et al., 2022;
Escallén et al., 2017). Além das associa¢des com saude, a relacdo do microbioma de aves
com tipo de dieta é bem definida (Gdngora; Elliott; Whyte, 2021; Laitinen; Mokkala,
2019; Loo et al., 2019; Tang et al., 2023). A composicdo dos alimentos consumidos
impacta diretamente a diversidade do microbioma, em propor¢des maiores se comparada
a filogenia do hospedeiro (Laitinen; Mokkala, 2019; Schmiedova et al., 2022). Além
disso, a diferenca entre sexos e entre idades é reportada na literatura (Escallén et al., 2017;
Hernandez et al., 2021; Teyssier et al., 2018; van Dongen et al., 2013). Individuos mais
jovens usualmente apresentam diversidade distinta daquela de adultos (van Dongen et al.,
2013), enquanto as fémeas costumam apresentar maior diversidade (Hernandez et al.,
2021). Variag0es ja foram encontradas também entre estagdes do ano e 0 comportamento
migratorio (Escallon; Belden; Moore, 2019; Skeen et al., 2021).

Apesar das evidéncias existentes para algumas relacGes envolvendo a diversidade

microbiana, hd ainda uma caréncia de maiores investigacdes acerca do papel do
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microbioma em aspectos evolutivos e funcionais (Bodawatta et al., 2022). As bactérias
presentes na pele e no trato digestivo, por exemplo, podem ser transmitidas por meio da
rede social do hospedeiro (Archie; Tung, 2015; Sarkar et al., 2020), criando um
microbioma social (i.e a metacomunidade microbiana coletiva de um grupo ou rede social
animal), que fornece novas possibilidades de compreender a influéncia microbiana na
aptiddo (Sarkar et al., 2020). No entanto, a transmissao social do microbioma é melhor
explorada em primatas (Perofsky et al., 2017; Pinacho-Guendulain et al., 2022; Tung et
al., 2015). Neste grupo, existe uma associacdo entre 0 aumento da complexidade social e
maior diversidade e similaridade na composicdo do microbioma intestinal (Pinacho-
Guendulain et al., 2022), além da diferenca aparente na diversidade microbiana entre
grupos sociais distintos (Grieneisen et al., 2017). Para outros grupos animais, no entanto,
0 cenario de estudos é mais escasso.

Ainda que sejam poucos os estudos realizados com aves, em andorinha-das-arvores
(Tachycineta bicolor), foi encontrada similaridade da diversidade do microbioma cloacal,
I.e., 0s microbiomas reprodutivo e intestinal, dentro da mesma populagdo, mas observadas
diferencas entre populacdes (Hernandez et al., 2021). Em Taeniopygia guttata e
Lonchura striata domestica, filhotes sob cuidados de parentais adotivos coespecificos e
heteroespecificos apresentaram microbioma do trato digestivo mais semelhante aos
parentais adotivos do que aos bioldgicos (Maraci et al., 2022). Evidéncias sugerem, ainda,
que o microbioma da pele pode refletir a proximidade social e espacial de populacdes de
tentilhdes-zebra (Taeniopygia guttata), especialmente gracas a interacdes sociais
prolongadas entre individuos e ao uso de espagos comuns (Engel et al., 2020).

A relacgdo entre microbioma e a coloracdo da plumagem é outro aspecto negligenciado. A
analise do microbioma do trato digestivo em uma zona hibrida das toutinegras Vermivora
cyanoptera e Vermivora chrysoptera (Passeriformes, Parulidae) revelou um predominio
de bactérias com potencial genético para a biossintese de carotenoides (ex: Rhizobium,
Methylorubrum, Microbacteriaceae, Sphingomonas, Pseudomonas) em individuos
hibridos com coloracdo de plumagem dependente deste pigmento (Baiz; Wood; Toews,
2024). Apesar do mecanismo de producéo de carotenoides pelas bactérias simbiontes ser
ainda pouco compreendido, esse estudo suporta a hipdtese de que o microbioma pode
mediar a qualidade da coloracéo da plumagem das aves. Em outros grupos, a modulacao
do eixo intestino-pele por bactérias, através de variagdes na producdo de metabdlitos e
vias inflamatorias, também acarretou mudangas morfologicas, como no caso de alteracoes

na pigmentacdo de carpas-comuns (Nathan Mandal et al., 2024). Além disso, a presenca
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da bactéria endossimbionte Rickettsiella em afideos-da-ervilha (Acyrthosiphon pisum),
também resultou em mudancas fenotipicas aos insetos, levando a uma maior produgéo de
pigmentos verdes (Tsuchida et al., 2010). TentilnGes domésticos (Haemorhous
mexicanus) com colorac@es associadas a carotendides mais intensas apresentaram melhor
eficiéncia na digestdo (Madonia, 2017), que esta diretamente associada a composic¢éo e
diversidade do microbioma do trato digestivo (Broom; Kogut, 2018; Cruz et al., 2022;
Kogut, 2019)

Em vista desta associacdo, é possivel hipotetizar a respeito do papel do microbioma
também na selecdo sexual. A escolha da fémea depende da qualidade do macho, seja ela
comportamental, como em exibi¢des de cortejo, ou morfoldgica (Candolin, 2003; Thery,
1992). Logo, em casos de selecdo por atributos como a coloragdo da plumagem, seria
possivel que o microbioma exerca efeitos no sucesso reprodutivo, a depender das
bactérias que o macho carrega. Em jacands (Jacana jacana), fendtipos competitivos em
contextos reprodutivos foram positivamente associados a diversidade microbiana (Houtz
et al., 2025, preprint), relacdo verdadeira também para cardeais-do-norte (Cardinalis
cardinalis), em relacdo a seus ornamentos sexuais (Slevin et al., 2024). A propria
qualidade do microbioma ja foi levantada como fator relevante ao sucesso reprodutivo e
a fecundidade (Somers et al., 2023). Em uma avaliacdo de infecgBes sexualmente
transmissiveis em aves, ovos incubados por fémeas infectadas por Corynebacterium em
seu microbioma reprodutivo eram menos propensos a eclodir em comparacdo com ovos
de fémeas ndo infectadas, conforme a revisdo de Rowe et al., 2020. Além disso,
diferengas no microbioma reprodutivo entre machos e fémeas podem estar associadas ao
sistema sexual predominante (Hernandez et al., 2021; Rowe et al., 2020). Fémeas de
Tachycineta bicolor, apresentaram maior diversidade em seus microbiomas cloacais,
possivelmente gracas a poliginia e, consequentemente, ao nimero de parceiros sexuais
(Hernandez et al., 2021).

Nesse sentido, o tangara (Chiroxiphia caudata) representa um bom modelo de estudo para
entender a relacdo entre o microbioma, a coloracéo da plumagem, sociabilidade e selegéo
sexual. Esta ave pertence a familia Pipridae, que inclui espécies frugivoras tipicas de sub-
bosque, majoritariamente poligamicas. No sistema de acasalamento em lek praticado da
espeécie, entre dois a seis machos realizam dancas acrobaticas coordenadas para fémeas
(Foster, 1981). Nestas exibi¢cOes de cortejo cooperativas, um grupo de machos atrai as
fémeas enquanto apenas alguns copulam. Existe, portanto, uma hierarquia entre

dominantes (i.e., machos que finalizam o display, realizam o display solo e copulam) e
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subordinados (machos que contribuem para o sucesso reprodutivo e para o display, mas
ndo copulam) (Foster, 1981, Ribeiro et al. 2019). Este padrdo hierarquico e poliginico
indica uma estrutura social complexa, envolvendo o uso de multiplos sinais para
comunicacdo intraespecifica (Freeberg; Dunbar; Ord, 2012).

Além de sua complexa exibicdo motora, tangards apresentam dimorfismo sexual
marcante, com machos apresentando corpo azul, coroa vermelha, asas e pescoco pretos,
enquanto as fémeas tém coloragdo verde-oliva (Mallet-rodrigues; Dutra, 2012). No
entanto, machos jovens, entre os estagios 1-2 conforme Mallet & Dutra (2012), possuem
plumagem semelhante as fémeas, e adquirem coloracdo adulta em cerca de quatro anos
(Mallet-rodrigues; Dutra, 2012). Até a formacdo desta plumagem final, os individuos
juvenis performam treinos (exibi¢Oes de cortejo na auséncia de fémeas), muitas vezes
orientados por adultos (Schaedler; Ribeiro; Manica, 2021), indicando mais uma faceta
social complexa da espécie. Somando a isso, somente adultos participam do display
propriamente dito (Schaedler; Ribeiro; Manica, 2021).

Considerando as caracteristicas do cortejo do tangara, que incluem agrupamentos de
machos com interacdes frequentes durante o periodo reprodutivo, hipotetizamos que
exista uma relacdo dessa caracteristica social e 0 microbioma. Ao utilizarem o0 mesmo
poleiro frequentemente, é possivel que individuos em grupos com maior afinidade e
maiores frequéncias de interacbes possuam maior similaridade de seu microbioma. Além
disso, considerando o sistema poliginico da espécie e o fato de que apenas o macho
dominante cOpula, seria esperado que subordinados apresentassem composicdo distinta e
menor diversidade microbiana. Ainda, a diferenca na coloracdo de plumagem entre
juvenis e adultos pode ser uma aliada na identificacdo de relagdes entre idade,
microbioma e coloracdo. E possivel que individuos jovens entre os estagios 1 e 2
conforme Mallet & Dutra, 2012) apresentam composi¢do microbiana distinta de adultos,
especialmente quanto a bactérias relacionadas ao metabolismo de carotenoides. Nesse
sentido, adultos que apresentam maior abundancia destas bactérias podem ter plumagem

dependente de carotenoide (coroa) mais conspicua, sendo outro fator a escolha da fémea.
3. Objetivo Geral
O objetivo deste projeto é entender a relacéo entre a diversidade do microbioma cloacal

em individuos de tangara e o contexto social e sexual em uma populacéo desta espécie.

Mais especificamente, buscaremos responder as seguintes perguntas:
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3.1 Hipoteses e predicdes

Sociabilidade e microbioma

Hipotese: Existe uma relagdo entre sociabilidade e microbioma, uma vez que a estrutura
social facilita a transmissdo bacteriana.

Predicdo: Individuos que interagem com maior frequéncia em redes sociais apresentam

maior similaridade na composicéo e diversidade do microbioma cloacal.

Coloracédo e microbioma

Hipdtese: Existe relacdo entre a composi¢do do microbioma e a qualidade da coloragdo
da plumagem.

Predicdo: Individuos jovens ainda sem tracos de plumagem de adultos (i.e sem a coroa
vermelha) apresentam menor abundéncia de bactérias associadas a producdo de

carotenoides.

4. Material e Métodos

4.2. Coleta de dados, desenho amostral, recorte espacial e temporal

Realizaremos a pesquisa no Parque Estadual Pico do Marumbi - Mananciais da Serra
(48°59'0 e 25°29'S, 1009.0 + 24.0 MASL), situado no municipio de Piraquara — PR. O
local esta inserido no maior continuo de remanescentes de Mata Atlantica preservada,
formado por transicdes de Floresta Ombréfila Densa Montana com Floresta Ombréfila
Mista (Reginato & Goldenberg, 2007). O clima da regido é Cfb, conforme a classificacdo
de Koppen, com caracteristica subtropical e clima oceénico, com auséncia de estacéo seca
e verdes temperados em altas altitudes (Aparecido et al., 2016).

Para amostrar 0 microbioma de tangaras, realizaremos a captura des individuos durante
as estacOes reprodutivas da especie (setembro a fevereiro) de 2025/2026 e 2026/2027,
feita com redes de neblina de 6 a 12 m de comprimento, seguindo as normativas do
CEMAVE/ICMBIo (Sousa & Serafini 2020). As redes serdo dispostas a
aproximadamente 15 a 20 m de distancia dos poleiros de exibicao, identificados por meio
de busca visual e auditiva (conforme Ribeiro et al. 2019). Cada individuo capturado tera
suas medidas morfométricas coletadas, incluindo a massa corporal com uma balanca

digital e os comprimentos do tarso, asa e cauda utilizando um paguimetro. Marcaremos
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cada individuo com anilhas coloridas e metalica do CEMAVE, utilizando combinacdes
Unicas de cores para posterior identificagdo dos individuos a distancia ou em videos. Para
coleta das amostras do microbioma cloacal, sera gentilmente introduzido um swab 4mm
dentro da cloaca dos individuos, girando-o e removendo-o logo em seguida (Escallon et
al,. 2019). O material sera preservado em tubos de ensaio contendo etanol 95% (Choo;
Leong; Marotz et al., 2021). Além disso, as fezes presentes nos sacos de contencdo
(esterilizados em autoclave previamente a coleta) também serdo coletadas com swab,
seguindo o0 mesmo procedimento de armazenamento.

Coletaremos também uma amostra de, aproximadamente, 70 microlitros de sangue
(aproximadamente 1/3 a 1/2 de um tubo capilar), ndo excedendo o valor recomendado de
1% da massa corporal do animal (Sousa & Serafini 2020). A amostra serd armazenada
em tubo eppendorf e serd utilizada para sexagem dos individuos. Para avaliar a relacédo
entre a composi¢do do microbioma e a qualidade da coloracdo da plumagem coletaremos
de 4 a 5 penas das regides do corpo.

Analisaremos a refletancia da plumagem utilizando as amostras de penas (conforme
Schaedler et al. 2020) e um espectrofotdmetro ligado a uma fonte de luz de xenénio
pulsante. A recepcdo da luz sera obtida a um angulo de 45° da amostra de penas, a fim de
evitar refletancia especular (Peneaux et al. 2020). Para avaliacdo das variaveis,
empregaremos o0 pacote pavo (Maia et al., 2019) no ambiente R, utilizando as seguintes
medidas ajustadas por modelos visuais: luminance (brilho), r.achieved (saturacédo) e h.phi
(matiz em UV). Ao final do periodo de campo, 0s swabs com amostras de microbioma
serdo enviados para sequenciamento em instituicdo parceir e analisadas por meio do
protocolo 16S Illumina Amplicon. O DNA sera extraido dos swabs utilizando o kit
DNeasy Blood and Tissue (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA), seguindo as recomenda¢des
do fabricante. A partir disso, a regido V4 do rRNA 16S serd amplificada e sequenciada,
seguindo o protocolo de (Escallon et al,. 2019). Por fim, para investigar se existe relacéo
entre sociabilidade e microbioma, conduziremos uma analise das redes de interagéo.
Serdo computadas todas as ocorréncias de interagdes entre dois ou mais machos e
consideraremos como interacdo qualquer agdo mutua entre dois ou mais individuos,
independentemente de sua duracao e resultado (interag0es positivas, neutras ou negativas

aos individuos) de acordo com Fratoni (2024).

4.3. Anélise de dados
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Os perfis de diversidade do microbioma serdo feitos através de teste de Shannon e
diversidade filogenética (diversidade alfa, no proprio individuo hospedeiro) e UniFrac
ponderado e ndo ponderado (diversidade beta, entre individuos). A analise da relacéo
entre posicdo na rede social e composicdo microbiana serd feita por meio de uma
PERMANOVA. Como controles, serdo utilizados a idade, bem como condicéo fisica,
estado de muda (plumagem) e proximidade espacial.

Para avaliar as diferencas no microbioma por idade, coloragéo e status na rede social,
conduziremos um GLMM, utilizando como variavel resposta a diversidade filogenética
e, como preditoras, o status social do individuo, bem como idade e coloracdo (matiz,
brilho e saturacdo). Investigaremos também a afinidade social entre machos por meio de
um teste de Mantel parcial. Por fim, para coloracdo, a identificacdo de bactérias
associadas a fenoOtipos de cor sera feita por meio de analise de espécies indicadoras
(IndVal) e MaAsLin2, incluindo como variavel resposta a presenca/auséncia de grupos
de bactérias relacionadas ao metabolismo de carotenoides e, como preditoras, as variaveis
de coloragéo.

Utilizaremos em todos os casos o individuo de tangara como unidade amostral. A hipbtese
nula sera rejeitada de caso p < 0,05 e intervalo de confianca ndo incluir zero/nulo,
verificando sempre o tamanho de efeito. A replicacdo estd baseada na amostragem de
maltiplos individuos por corte (grupo social). O controle nas analises incluira a presenca

de controle negativo durante o sequenciamento.

10. Este projeto esta associado a um ou mais ODS (Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel)? Explique como.

O projeto esta associado ao Objetivo do Desenvolvimento Sustentavel 15: Vida Terrestre
- Proteger, restaurar e promover 0 uso sustentavel dos ecossistemas terrestres, gerir de
forma sustentavel as florestas, combater a desertificacdo, travar e reverter a degradacéao
dos solos e travar a perda da biodiversidade. Compreender melhor a biodiversidade e a
relacdo simbiotica e intraespecifica, como no caso do estudo de microbioma e coloracdo
em Chiroxiphia caudata, favorece o arcabouco tedrico para conservacao da vida terrestre.
Além disso, a relagdo entre microbioma e saude aviaria € bem definida, entretanto,
especialmente em ambientes tropicais, tornando o entendimento sobre o impacto

antropico na diversidade microbiana de areas naturais ainda escasso.
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Considerando as doze propostas no ODS 15, este projeto contribui para a promoc¢éo de =
acesso adequado e beneficios derivados dos recursos genéticos (ODS.15.6), uma vez que
uma vez que investiga e documenta a diversidade microbiana associada a uma espécie
nativa da Mata Atlantica, ampliando o conhecimento sobre recursos genéticos locais e
subsidiando politicas de conservacao e uso sustentavel desses recursos. Além disso, €
parte de esforgos que adicionam conhecimento para conservacao da biodiversidade e dos
ecossistemas (ODS 15.a), em especifico a biodiversidade da Mata Atlantica, auxiliando
na reducdo da perda da biodiversidade (ODS 15.5). Ao gerar dados inéditos sobre as
interacdes entre microbioma, salde e comportamento em aves silvestres, o projeto tem
potencial de contribuir para estratégias de monitoramento e reducdo da perda de
biodiversidade.

11. Cronograma

2025 2026 2027
MAMIJTASONDIJFMAMIITASOND|IITM
Disciplinas XXXXXX XXXXXX
Revisdo bibliografica XXXXXX
Delineamento experimental XXX
Preparo ¢ envio para obtengéo
de autorizacdes
Coletas em campo XXXXXXX XXXX

Sequenciamento amostras
microbioma

ATIVIDADES

XX

XX

Andlise das plumagens XX

Anilise do microbioma X X
Andlises estatisticas e resultados XXX X
Redacdo dissertagdo XXXXXXXX
Defesa da dissertacéo X
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