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Resumo (Estresse oxidativo de aves em clareiras naturais e sub-bosque na
regido Amazonica). Pesquisas que fornecam informagdes sobre a distribuicdo
de aves nas diferentes fases do mosaico florestal sdo fundamentais para
compreender 0s processos que mantém a diversidade de arvores e arbustos
nas florestas tropicais, uma vez que as clareiras naturais contribuem para a
heterogeneidade estrutural e elevada disponibilidade de recursos e, podem
influenciar na distribuicdo e abundancia dos organismos. Objetivos - S&o trés
objetivos: (a) determinar e comparar a abundancia e riqueza de aves frugivoras
e a disponibilidade de frutos em clareiras naturais e sub-bosque; (b) verificar a
associacdo entre a abundancia das aves frugivoras e disponibilidade de frutos
nos ambientes; (c) investigar as interacdes ecofisiolégicas entre o estresse
oxidativo e a distribuicdo dos individuos de Dixiphia pipra e Willisornis
poecilinotus a fim de determinar quais os fatores mais relevantes para o
estresse oxidativo nestas duas espécies. Métodos - O estudo foi realizado no
periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011 em um trecho de floresta de
terra firme na Floresta Nacional de Caxiuand, Melgaco, Pard, Brasil. Foram
selecionadas 06 unidades amostrais em clareiras naturais e 06 em areas
continuas de floresta ndo alterada. Em cada unidade amostral foi instalado um
grupo de 10 redes ao nivel do solo, que permaneceram abertas das 6:00 h as
14:00 h por dois dias consecutivos, perfazendo seis dias a cada més. Este
procedimento foi realizado durante 12 meses. O esfor¢co amostral total foi de
23.040 horas-redes. Todos os individuos capturados foram identificados,
marcados com anilhas metalicas e mantidos em sacos de algoddo. Também
foram coletadas amostras de sangue, fezes ou de regurgito para determinar a
composicdo da dieta e o estresse oxidativo. A relacdo entre substancias
reativas ao acido tiobarbitdrico e a capacidade antioxidante total foi utilizado
como indice de estresse oxidativo. As plantas frutificando foram identificadas e
a capacidade antioxidante total dos frutos para cada espécie foi determinada.
Resultados: foram capturados 347 individuos, pertencentes a 21 espécies.
Clareiras naturais apresentaram assembleias de aves frugivoras distintas do
sub-bosque e as espécies que mais contribuiram para a dissimilaridade foram
Dixiphia pipra, Pipra rubrocapilla e Turdus albicollis. Nao houve diferenca na

riqueza de aves frugivoras entre os ambientes, porém a disponibilidade de
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frutos e o numero total de captura das aves foram superiores em clareiras
naturais. Os frugivoros primarios, aqueles em que as amostras de fezes ou
regurgito sempre continham polpa do fruto e ou sementes, ocorreram
preferencialmente em clareiras naturais e a espécie mais abundante neste
ambiente foi Dixiphia pipra e no sub-bosque Pipra rubrocapilla. Foram
registradas 36 espécies de plantas frutificando. As espécies de plantas mais
comuns nas clareiras naturais foram Psychotria coloratae e Psychotria
iodotricha, enquanto no sub-bosque sob dossel continuo foram Faramea
anisocalyx e Virola surinamensis. A abundéancia total de aves frugivoras foi
correlacionada com o numero de plantas frutificando somente nas clareiras
naturais. A variacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo nos individuos
que apresentam organizacdo em leques variou com o0 sexo e ambiente. Nas
clareiras naturais, os machos adultos de Dixiphia pipra registraram niveis mais
elevados de estresse oxidativo. A alta taxa metabdlica, resultante do esforco de
voo para evitar predadores, comportamento de exibicdo para as fémeas e
defesa de territério podem aumentar a geracdo de compostos pro-oxidantes.
Porém o consumo de frutos com alto teor antioxidante pelos machos neste
ambiente podem minimizar os efeitos danosos do estresse oxidativo. Nas
espécies que nao apresentam organizacdo em leque, como Willisornis
poecilinotus, o estresse oxidativo foi explicado somente pelo ambiente. Os
individuos capturados em clareiras naturais registraram niveis de estresse
oxidativo mais elevado. Isto pode ser devido ao aumento da taxa metabdlica
associada as estratégias de voo para evitar a predacdo e comportamento de
forrageio.

PALAVRAS CHAVES: estresse oxidativo, avifauna, antioxidantes
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ABSTRACT

Background: (Oxidative stress of birds in natural gaps and understory sites in
the Amazon region). Studies that provide information about the distribution of
birds in different phases of forest mosaic are essential for understanding the
maintenance of biodiversity, since natural gaps play a central role on the
structure and dynamics of tropical forest. Objectives: (a) to determine and
compare the abundance and richness of frugivorous birds between the natural
gap and understory habitats; (b) verify and associate the abundance of
frugivorous birds with the availability of fruits in both areas; (c) to investigate the
echophysiological interactions between the oxidative stress and the distribution
of specimens of Dixiphia pipra and Willisornis poecilinotus, to determine which
factors account for the variance of biomarkers of oxidative stress in these
species. Methods: This study was carried out from November 2010 to October
2011 in terra firme forest sites at the National Forest of Caxiuana, Melgaco,
Para, Brazil. Two different understory forest habitats were selected for sampling
on the basis of physiognomies: natural tree fall gap and undisturbed forest.
Twelve (12) sites were selected (6 natural gaps and 6 undisturbed continuous
forests). In each site, groups of 10 mist nets were set at ground level which
remained open from 6:00am to 2:00pm for two consecutive days, totaling six
days each month. This procedure lasted for 12 months and the sampling effort
totaled 23,040 mist net hours. All specimens captured were identified, marked
with metal rings and kept in cotton bags. We collected blood, feces and
regurgitation samples to determine the biomarkers of oxidative stress and the
composition of the diet. The relationship between thiobarbituric acid reactive
substances and the total antioxidant capacity was used as an index of oxidative
stress. The vegetation structure was determined based on transects along the
mist nets; the plants bearing fruits were identified and the total antioxidant
capacity was determined in each plant. Results: During the period of the study
347 specimens of 21 species were sampled. The assemblage of frugivorous
birds in natural gap is distinct from that of undisturbed forest sites. The species

responsible for dissimilarity were Dixiphia pipra, Pipra rubrocapilla and Turdus
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albicollis. The richness of birds was similar in both sites, but the availability of
fruits and the total capture index were higher in natural gaps. The primary
frugivores (those whose feces or regurgitation always showed fruit pulp or
seeds) occurred mainly in natural gaps, where the most abundant species was
Dixiphia pipra. In addition, Pipra rubrocapilla was the most abundant species in
undisturbed sites. Thirty-six (36) species of plants bearing fruits were recorded,
and the abundance of frugivorous birds was significantly correlated with the
number of plants bearing fruits in natural gaps, where the most common
species of plants were: Psychotria colorata and Psychotria iodotricha. On the
other hand, Faramea anisocalyx and Virola surinamensis were the most
common species in undisturbed sites. The variation of biomarkers of oxidative
stress in specimens presenting lek behavior varied with gender and to the site
of sampling. In natural gaps, the adult males of Dixiphia pipra showed higher
levels of oxidative stress. The high metabolic rate resulting of flight effort to
avoid predators, courtship behavior to the female and territory defense, can
increase the production of pro-oxidant compounds. However, the ingestion of
fruits with high content of antioxidant compounds by male can minimize the
deleterious effects of oxidative stress. The variance of oxidative stress of
species that do not have organization in leks was associated only with the site
of sampling. The specimens sampling in natural gaps showed higher levels of
oxidative stress. This can be due to the increase in metabolic rate to avoid

predators as well as new flight strategies for foraging

Keywords: oxidative stress, birds, antioxidant



APRESENTACAO

Este estudo teve como objetivo geral investigar a distribuicdo de aves
frugivoras em clareiras naturais e sub-bosque sob dossel continuo, avaliando
as interacOes ecofisiologicas entre o estresse oxidativo e a distribuicdo dos
individuos de Dixiphia pipra e Willisornis poecilinotus nos ambientes. O primeiro
capitulo teve como objetivo determinar e comparar a abundancia e riqueza de
aves frugivoras, espécies de plantas frutificando e disponibilidade de frutos nos
dois ambientes e identificar a associacdo entre a abundancia das aves
frugivoras com as caracteristicas estruturais da vegetacdo e o numero de

espécies de plantas frutificando nos ambientes.

A morte e decomposi¢cdo de arvores durante a formacdo de clareiras
naturais favorecem o acumulo de nutrientes e, consequente aumento da
disponibilidade de recursos que, em conjunto com a baixa fertilidade dos solos
(Ruivo et al., 2002) e menor disponibilidade de frutos no sub-bosque (Gentry
& Emmons, 1987), contribuem para concentracdo de recursos nas clareiras
naturais. Por isso, se espera que a assembleia de aves frugivoras seja distinta
nos ambientes e a associagdo entre abundancia de aves frugivoras e o numero
de espécies de plantas frutificando e disponibilidade de frutos seja maior nas

clareiras naturais em comparacao ao sub-bosque sob dossel continuo.

O segundo e o terceiro capitulo investigam as interacdes ecofisiologicas
entre o estresse oxidativo e a distribuicdo dos individuos de Dixiphia pipra e

Willisornis poecilinotus em clareiras naturais e sub-bosque sob dossel continuo,



objetivando compreender os diferentes componentes que determinam o
equilibrio redox nestas espécies. Mudancas na estrutura do habitat tém sido
associadas ao estresse oxidativo nas aves, portanto se espera que as clareiras
naturais representem fonte de estimulos estressores para os individuos, devido

ao maior esfor¢o de voo e luminosidade.

O sexo também pode influenciar o estresse oxidativo em aves, pois
comportamentos de defesa de territorio e exibicdes elaboradas de corte pelos
machos adultos podem aumentar o metabolismo basal. Por isso, se espera que
0os machos adultos de Dixiphia pipra presentes em clareiras naturais registrem
niveis mais elevados de estresse oxidativo devido a forte pressao seletiva

sobre os machos na disputa pelas fémeas.

Os compostos antioxidantes podem retardar ou inibem a oxidacao de
biomoléculas. Portanto, se espera que os machos adultos de Dixiphia pipra
presentes em clareiras naturais se alimentem de frutos com elevado teor de
compostos antioxidantes a fim de minimizar os efeitos danosos das espécies

pro-oxidantes.

Este estudo € constituido por trés artigos cientificos em conformidade
com 0 que estabelece o Regimento do Programa de Pdés-Graduacdo em
Zoologia do Museu Paraense Emilio Goeldi e a Universidade Federal do Para
como requisito para obtencéo do titulo de Doutor. O primeiro artigo tem como
foco a distribuicdo de aves frugivoras na fase de clareiras naturais, resultante
da queda de arvores e, na fase madura, quando ja apresenta certa
continuidade e a estratificacdo vertical se torna visivel, o sub-bosque sob

dossel continuo.



O segundo e terceiro artigo tratam do estresse oxidativo nas aves, o qual
pode ser modulado tanto por componentes ambientais, quanto pelas
caracteristicas individuais intrinsecas, como comportamento, ornamentagao
sexual, sexo e idade. O segundo artigo intitulado “Estresse oxidativo de
Dixiphia pipra (Aves:Pipridae) em clareiras naturais na Amazoénia” tem como
espécie de estudo uma ave predominantemente frugivora com dimorfismo
sexual, organizacdo social e espacial em leques. Os machos estabelecem
territdrios com hierarquia de dominancia entre eles e realizam elaboradas

exibicdes de corte sofrendo forte pressao seletiva pelas fémeas.

O terceiro artigo “Influéncia das clareiras naturais no estresse oxidativo
em Willisornis poecilinotus (Cabanis, 1847) (Aves: Thamnophilidae) em
floresta tropical” tem como foco de estudo uma ave insetivora com dimorfismo
sexual, que forrageia sozinha ou em pares, apresenta comportamento social
mais calmo e, normalmente ndo invade o territério de outros individuos da
mesma espécie. Os machos nao utilizam repertorios elaborados para a corte

das fémeas.



INTRODUCAO GERAL

Disturbios naturais representam um dos mecanismos responsaveis pela
manutencdo da elevada diversidade de espécies de plantas nas florestas
tropicais (Brokaw,1985). A formacdo de clareiras naturais contribui para
heterogeneidade estrutural das florestas produzindo um mosaico de habitat,
através de um processo continuo desde a queda de arvores, sitios com pouca
ou nenhuma cobertura, até a fase madura, quando a estratificagdo vertical se
torna visivel (Brokaw, 1985).

A fase de clareira tem duracdo estimada entre quatro a seis anos nas
florestas tropicais (Lima, 2005), € o periodo mais importante para a
determinacdo da composicéo floristica (Whitmore, 1989). Estas areas diferem
do sub-bosque, pela intensa regeneracdo natural, principalmente das espécies
pioneiras, maior periodo de frutificacdo e disponibilidade de frutos,
influenciando na distribuicdo das aves frugivoras em florestas tropicais (Levey,
1988a; 1988b; Wunderle et al., 2005).

A area de uma clareira é correlacionada positivamente ao porte da
arvore que a produziu e, determina as dimensfes dos mosaicos que irdo
compor a estrutura florestal (Barton et al., 1989). Sabe-se que as clareiras
naturais maiores sdo mais atrativas para os frugivoros pela maior densidade de
plantas frutificando (Levey, 1988b). Porém, o aumento da luminosidade em
clareira (Schliemann & Bockheim, 2011) pode favorecer a predacdo dos
individuos, principalmente dos machos que apresentam coloragdo mais

perceptivel do que a fémea.



A elevada concentracdo de recursos nas clareiras naturais (Blake &
Hoppes, 1986; Martin & Karr, 1986; Levey, 1988b) favorece o uso frequente
deste estrato para o forrageio das aves (Malmborg & Willson, 1988). Esta
atividade demanda gasto metabdlico diferenciado, em funcdo das
caracteristicas das aves. Por exemplo, aves que executam forrageamento
ativo, o qual envolve a procura, captura e manipulagdo da presa possui
demanda maior gasto energético do que espécies de aves que sdo mais
sedentarias (Huey & Pianka, 1981), visto que 0 voo esta entre as atividades

que demanda maior gasto energético (Norberg, 1983).

Alteracbes no ambiente modulam respostas fisiologicas e
comportamentais (Sohal, 2002) objetivando manter a homeostase e garantir a
sobrevivéncia, de acordo com a aptidao individual dos organismos (Romero,
2004). Respostas fisiologicas adaptativas aos estimulos estressores podem
promover estresse oxidativo nas aves a partir do aumento da geracdo de
compostos pro-oxidantes, sem o correspondente aumento das defesas
antioxidantes, o que pode ocasionar danos aos acidos nucleicos, proteinas e
lipidios (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Nas espécies com organizacdo social e espacial em leque, os machos
utilizam até 90% do tempo em exibicdes complexas para cortejar as fémeas
(Castro-Alves et al., 2007). Comportamentos de exibicbes de corte demandam
maior atividade fisica e aceleram o metabolismo oxidativo, aumentando assim
a geracao de espécies reativas de oxigénio (Urso & Clarkson, 2009).

O estresse oxidativo tem sido proposto como ferramenta para o

entendimento dos custos fisiolégicos subjacentes as modificacdes de habitat e



das interacOes inter e intraespecifica (Von Schantz et al, 1999;
Costantini, 2008). Comportamentos de defesa de territério pelos machos
adultos através de vocaliza¢gBes, exibicdes e encontros agressivos (Castro-
Alves et al.,, 2007) pode elevar a taxa metabdlica basal e os niveis de
testosterona dos machos (Chastel et al., 2003), contribuindo para o estresse
oxidativo.

A resposta adaptativa dos organismos esta associada a eficiéncia do
sistema antioxidante, pelo aumento de enzimas envolvidas no ciclo redox,
como a catalase, superéxido dismutase e glutationa redutase, quanto pela
ingestdo de compostos antioxidantes provenientes da dieta, como o0s
bioflavondides e carotendides, os quais retardam ou inibem a oxidacdo de
biomoléculas (Halliwell & Gutteridge, 2007). Recursos antioxidantes sao
particularmente essenciais para os machos, que os utilizam na sinalizacao
sexual, como a coloracdo da plumagem, bem como na atividade do sistema

imune (Von Schantz et al., 1999).

METODOS

AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Floresta Nacional (FLONA) de Caxiuana (1° 43’
3,57 S, 51° 27’ 36” W) situada nos municipios de Melgaco e Portel, no estado
do Para. Esta Unidade de Conservacdo Federal da Amazonia Oriental, foi
criada em 1961 pelo Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF),
possui area de 330.000 ha, sendo delimitada pelo rio Anapu, que forma a baia

de Caxiuana. Os principais afluentes sado os rios Caxiuana e Pracupi, que



desdguam nas baias Caxiuana e dos Botos, respectivamente. Os rios da baia
de Caxiuana sdo de aguas negras, com poucos hutrientes e materiais em

suspensao (Lisboa et al., 1997).

O clima, segundo classificacdo de Kdppen, € do tipo tropical quente e
amido e subtipo climatico “Am”, com duas estac¢des distintas, uma chuvosa que
se estende de dezembro a maio, e outra com menor incidéncia de precipitacéo,
de junho a novembro. A temperatura média anual do ar € de 26,7 °C, com
minima de 22 °C e maxima de 32 °C (Lisboa et al., 1997).

Os ambientes registrados na Flona de Caxiuand séo: floresta densa de
terra firme, floresta de inundacdo (varzea e igap0), vegetacdo savandide
(campo hidromdérfico), vegetacdo secundaria (capoeira) e vegetacdo residual
nos sitios de pomares. O estudo foi desenvolvido na floresta tropical iumida de
terra firme, que é a vegetacdo predominante, ocupando cerca de 85% da area.
A arquitetura florestal é constituida por arvores emergentes (40 a 50m), dossel
(30 a 35m), sub-dossel (20 a 25m) e piso (5m). Apresenta elevada diversidade
de espécies por hectare (150 a 160 espécies) e densidade de 450 a 550
arvores por ha. As familias mais representativas sdo Sapotaceae,
Lecythidaceae e Caesalpiniaceae. O sub-bosque é relativamente denso e com

boa visibilidade (Lisboa et al., 1997).

DELINEAMENTO AMOSTRAL

Foram selecionadas doze unidades amostrais em floresta de terra firme
(seis clareiras naturais e seis sub-bosque sob dossel continuo) pareadas a uma

distancia minima de 200m em um plote de 100 ha (Figura 1). O sub-bosque



florestal sob dossel continuo foi considerado uma area de floresta intacta com
dossel denso superior e nenhuma evidéncia de perturbacéo recente (Levey,
1988a) e a clareira natural, definida por Runkle (1981) como “uma area do solo,
sob a abertura do dossel, delimitada pelas bases das arvores de dossel que
circundam a abertura”, denominados de clareira e sub-bosque. Os pontos de

coletas foram georeferenciados com auxilio de GPS- GARMIN.
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Figura 1. Mapa de localizacdo da Floresta Nacional de Caxiuana e da
Estacdo Cientifica Ferreira Penna, mostrando o sitio de 100 ha onde foi
realizado o estudo (adaptado de Martins et al., 2005).

Critérios estruturais para a selecao das clareiras naturais

Quanto a origem: foram selecionadas aquelas formadas pela queda de

arvores, desenraizamento e ou quebra na base do tronco (Lima, 2005);

Quanto ao tempo de formacao: foram selecionadas clareiras naturais de
formacao recente, inferior a dois anos, pois as copas das arvores caidas com

galhadas eram observadas no ch&o da floresta (Lima, 2005).




Quanto ao tamanho: as clareiras naturais maiores sdo mais atrativas as
aves frugivoras (Levey, 1988b), por isso foram selecionadas clareiras grandes
com area igual ou superior a 150m2 (Brokaw, 1985). A area foi estimada
através da formula da elipse, empregando-se a seguinte equagdo matematica:
A = p.B.C; sendo: A = éarea da elipse, p = 3,1416; B = raio maior/2; C = raio
menor/2 (Brokaw, 1985). As clareiras naturais apresentaram area meédia de 201

*+ 43.73 m2 e amplitude de 158 a 250 mz.

AVIFAUNA

Foram empregadas redes ornitoldégicas por permitirem amostragem
similar e simultanea de cada par de sitios, além de possibilitar o registro das
aves de dificil visualizacdo e que raramente vocalizam (Karr, 1981; Gosler,
2004). Este método possibilita a avaliacdo de parametros biolégicos, como
muda, além de permitir a coleta de fezes, sangue e marcacédo individual dos
espécimes capturados (Gosler, 2004). As redes ornitoldgicas tém sido
utilizadas com frequéncia na amostragem das aves de sub-bosque,
especialmente os passeriformes considerado o grupo mais importante nos
estudos sobre distribuicdo de aves nas clareiras naturais (Schemske & Brokaw,

1981; Wunderleet et al., 1987; Wunderle et al., 2005; Levey, 1988a).

Foram realizadas 12 excursbes para area de estudo no periodo de
novembro de 2010 a outubro de 2011. Em cada unidade amostral foram
utilizadas 10 redes ornitologicas (2,5 x 12 m; malha 36 mm), as quais foram
distribuidas 6 e 4 redes na configuracdo em forma de L nas bordas das

clareiras para ajustar ao seu tamanho. As bordas foram definidas pela projecao
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vertical das folhas de &rvores sob dossel adjacente a clareira (Runkle, 1992).
As redes no sub-bosque foram posicionadas na mesma configuragéo.

Para analise do perfil da assembleia das aves frugivoras foi utilizado o
método de captura, marcacao e recaptura (CMR). As redes foram abertas das
6:00 h as 14:00 h e vistoriadas a cada 45 minutos. Quatro unidades amostrais
(2 clareiras naturais e 2 sub-bosques) foram monitoradas simultaneamente por
dois dias consecutivos. Os individuos capturados foram identificados com
anilhas cedidas pelo Centro de Estudos de MigracGes de Aves — CEMAVE. Os
dados de ambos os dias foram agrupados para obter um Unico numero de
espécies e individuos, as aves capturados e marcados no primeiro dia foram
contadas apenas uma vez. O esfor¢co amostral totalizou 23.040 horas-redes.

As aves capturadas foram identificadas com auxilio de guias de
identificacdo (Ridgely & Tudor, 1989; 1994; Sick, 1997; Sigrist, 2008) e
registrados, quando possiveis, os dados biologicos, como a idade, sexo, muda
e placa de incubacdo. Os individuos foram mantidos em sacos de pano com
papel de filtro por aproximadamente 30 minutos, para coleta de sangue e
obtencéo das fezes ou regurgito. Os individuos foram liberados proximos aos
locais de captura. A nomenclatura seguiu o Comité Brasileiro de Registros

Ornitolégicos (CBRO 2011).

Para determinar a composicdo da dieta as amostras de fezes ou
regurgito foram acondicionadas individualmente em tubo tipo eppendorf,
devidamente etiquetado, mantido a temperatura ambiente e conservado em
alcool a 70 °G.L. Posteriormente, lavadas com agua morna, para dissolucéo
rapida do material fecal e filtrado em malha de 0,3mm de diametro para triagem

dos itens alimentares, 0os quais foram separados com auxilio de estiletes de
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ponta fina e encaminhados aos laboratorios de Entomologia e de Botanica do

Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).

A classificacdo das aves frugivoras foi baseada na analise das amostras
de fezes e regurgito e em publicacdes (Snow & Snow, 1971; Snow, 1981). Nos
classificamos as aves frugivoras em primarios e secundarios. Os primarios
compreenderam as espécies nas quais as amostras de fezes sempre
continham polpa do fruto e ou sementes, enquanto que 0s secundarios
continham, esporadicamente, polpa e ou sementes e maior proporcdo de

insetos (Levey, 1988hb).
DETERMINA(;AO DOS INDICES DE ESTRESSE OXIDATIVO NAS AVES
Amostras

Foram coletados cerca de 500uL de sangue através do corte da porgcao
distal da unha. As amostras foram acondicionadas em tubo de polietileno de
volume de 1,5mL, contendo heparina como anticoagulante e o plasma foi
separado por centrifugacdo a 2000 g por 6 minutos e acondicionado a -2°C

(Wills, 1966).

Os individuos em processo de muda, reproducdo e recaptura foram
excluidos, pois poderiam influenciar nos resultados. O estresse foi determinado
a partir da razdo entre o dano oxidativo, mensurado pelas substancias reativas
ao acido tiobarbiturico e a capacidade antioxidante total, com 0s maiores
valores indicando elevado estresse oxidativo (Bonnes et al., 1992; Esterbauer,

1996; Dotan et al., 2004; Dalle-Donne et al., 2006 , Cohen & Horak, 2010).
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Medida do dano oxidativo (TBARS)

A medicao de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi
utilizada para determinar os produtos de peroxidacdo dos lipidios, como o
malondialdeido (MDA), que tem sido utilizado para avaliar o dano oxidativo
(Bonnes et al., 1992; Esterbauer, 1996; Dotan et al., 2004; Dalle-Donne et al.,
2006 , Cohen & Horak, 2010). MDA pode ser medido por espectrofotometria e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia apds derivacdo com acido
tiobarbittrico (ensaio do TBARS). De maneira sucinta, as lipoproteinas séo
precipitadas da amostra bioldgica, pela adicdo de acido tricloroacético a 10% e
removidas por centrifugacdo a 2000g por 3 minutos, e adicionado 0.05M de
acido tiobarbittrico 0.67% em sulfato de sédio 2M. A derivacdo do MDA com o
acido tiobarbitdrico é realizada a 90 °C por 30 minutos. O cromégeno resultante
€ extraido em n-butanol e a absorvancia medida em 530nm. Os compostos
reativos ao acido tiobarbitrico sdo expressos como nmoles MDA/L™?, usando
curva de calibragcdo, contendo diferentes concentracbes de 1,1,3,3-

tetraethoxypropane (Isaksson et al., 2009).

Medida da capacidade antioxidante total (TAS)

A capacidade antioxidante total do plasma foi determinada pelo método
do TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), a qual reflete os niveis de
antioxidantes micromoleculares circulantes, dentre os quais o &acido Urico,
vitamina A, vitamina C, carotenoides. De maneira sucinta, 0 método € baseado
na supressdo da absorvancia medida a 740nm do radical 2,2-azinobis (3-

ethylbenzothiazoline, 6-sulphonate) (ABTS), pelos antioxidantes presentes na
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amostra de maneira proporcional a sua concentracdo. Os resultados sé&o
expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC),
utilizando-se curva de calibragdo contendo diferentes concentragcées de Trolox

(Cohen et al., 2007).

DISPONIBILIDADE DE FRUTOS

Os vegetais frutificando em altura inferior a 10 m foram marcados ao
longo de dois transectos paralelos em cada lado das redes ornitolégicas e,
distantes trés metros destas. Para identificacdo das espécies foram montadas
exsicatas das partes férteis, as quais foram encaminhadas ao laboratorio de
Botanica do MPEG. A abundancia dos frutos maduros de cada planta foi
registrada em escala de 1 a 8 (1=1-10 frutos maduros; 2=11-25; 3= 26-50; 4=
51- 100; 5=101-200; 6=201-500; 7=501-1000; 8=1001-10000) (Levey, 1988a).
Os seguintes critérios foram utilizados para considerar se um diasporo estava
maduro: coloracdo, facil desprendimento do vegetal, deiscéncia do fruto e

amolecimento da polpa (Levey, 1987).

Medida da capacidade antioxidante total dos frutos

Foi utilizada a técnica da captura do radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe+), empregando-se como referéncia
a curva de calibracdo do Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico). Determinamos as atividades dos compostos de natureza hidrofilica,
como &cido ascorbico e flavonéides, e lipofilica, como carotenoides nos frutos

registrados na dieta dos individuos presentes em clareiras naturais. De maneira
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sucinta, o método consiste na prévia extracdo dos compostos hidrofilicos e
lipofilicos presentes nas polpas dos frutos, empregando-se solu¢des de
metanol a 50% e acetona a 70%, respectivamente. Os compostos
antioxidantes presentes na amostra reduzem o radical ABTS, e a reduc¢ao da
absorvancia é acompanhada em comprimento de onda de 734nm (Ré et al.,

1999).
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CAPITULO 1

Distribuicdo de aves frugivoras em clareiras naturais e sub-bosque em floresta
de terra firme na Amazonia
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RESUMO

NOs comparamos a distribuicdo de aves frugivoras em clareiras naturais e sub-
bosque em floresta de terra firme para verificar a importancia das clareiras
naturais para a manutencdo das aves frugivoras. Foram capturados 347
individuos, pertencentes a 21 espécies. A analise da ordenacdo de Bray—Curtis
indicou que clareiras naturais e sub-bosque apresentaram assembleias de aves
frugivoras distintas e as espécies que mais contribuiram para a dissimilaridade
foram: Dixiphia pipra, Pipra rubrocapilla e Turdus albicollis. A disponibilidade de
frutos e o numero total de captura dos individuos foram maiores nas clareiras,
entretanto ndo houve diferenca na riqueza de aves frugivoras entre o0s
ambientes. Os frugivoros primarios foram mais significativos em clareiras
naturais do que os secundarios. A espécie mais abundante na clareira foi
Dixiphia pipra e no sub-bosque Pipra rubrocapilla. Foram registradas 36
espécies de plantas frutificando e a abundancia total de aves frugivoras foi
correlacionada com o numero de plantas frutificando em clareiras naturais. As
espécies mais comuns nas clareiras foram Psychotria colorata e Psychotria
lodotricha, e no sub-bosque foi Faramea anisocalyx.

PALAVRAS CHAVES: avifauna, frugivoros, clareiras.
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ABSTRACT

We compared the distribution of frugivorous birds in natural gaps and
understory sites in terra firme forest to evaluate the importance of the natural
gaps for frugivorous birds. We captured 347 specimens belonging to 21 species.
The ordination analysis of Bray-Curtis indicated that natural gaps and
understory sites showed distinct assemblies of frugivorous birds and the
species that contributed most to the dissimilarity were Dixiphia pipra, Pipra
rubrocapilla and Turdus albicollis. The availability of fruits and total number of
captured specimens were higher in gaps. However there was no difference in
the richness of frugivorous birds among habitats. The primary frugivores were
more significant in natural gaps than the secondary frugivores. The most
abundant species in the natural gaps was Dixiphia pipra and in the understory
sites was Pipra rubrocapilla. We recorded 36 species of fruiting plants and the
total abundance of frugivorous birds was correlated with the number of fruiting
plants in natural gaps. The most common species in gaps were Psychotria
colorata and Psychotria iodotricha, and in the understory sites was Faramea

anisocalyx.

KEYWORDS: birds, frugivorous, gaps.
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INTRODUCAO

As clareiras naturais sdo fundamentais para regeneracao florestal,
contribuindo para elevada diversidade bioldgica nas florestas tropicais
(Brokaw,1985). A abertura da clareira acarreta modificagcbes ambientais, como
0 aumento da luminosidade, temperatura, umidade, nutrientes, serapilheira
(Lima, 2005) e disponibilidade de recursos, principalmente de frutos, que
influenciam na distribuicdo das aves frugivoras (Blake & Hoppes, 1986; Levey,

1988h).

A distribuicdo de aves frugivoras nas clareiras naturais pode variar com a
area, pois a maior densidade de plantas frutificando nas clareiras maiores seria
mais atrativa para os frugivoros (Levey, 1988b). A area da clareira depende do
porte da arvore; estudos no Panama e Porto Rico, onde as florestas
apresentam estatura mais baixa ndo relataram preferéncia das espécies
frugivoras pelas clareiras naturais (Schemske & Brokaw, 1981; Wunderle et al.,
1987). Ja na floresta da Costa Rica, com estatura mais alta, Levey (1988a)
relatou que os frugivoros e nectarivoros sdo as guildas mais comuns nas

clareiras naturais.

A heterogeneidade estrutural da vegetacdo oferece maior quantidade de
nichos e, consequentemente elevado nuamero de espécies de aves (Wilson,
1974). As clareiras naturais apresentam densa folhagem nos estratos proximos

ao solo, que associada ao predominio de espécies de plantas pioneiras,
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favorecem a disponibilidade de recursos, principalmente para espécies

frugivoras (Malmborg & Willson, 1988).

Os padrdes de abundancia das aves frugivoras tendem a se correlacionar
com a oferta de frutos (Wheelwright, 1983; Loiselle e Blake, 1991). Martins e
Karr (1986) encontraram uma correlacédo positiva entre a abundancia de aves
frugivoras com a frutificacdo das plantas em clareiras naturais durante o
outono, periodo que os frutos correspondem a maior proporcdo da dieta. A
preferéncia das aves frugivoras primarias por clareiras foi também relatada por

Blake e Hoppes (1986).

As clareiras naturais diferem das areas de sub-bosque pela composicao
floristica, maior producgéo de frutos, longo periodo de frutificacdo e composi¢ao
dos frutos, que sédo geralmente mais adocicados (Levey, 1988b; 1990). Isto
sugere que as clareiras podem influenciar nos padrdes de interagdo entre aves
frugivoras e plantas, principalmente nas florestas tropicais, onde a perda
destas interagbes pode levar a extincdo dos taxons e reducdo da
biodiversidade (Thompson, 2011).

A distribuicdo espacial das aves depende tanto das caracteristicas do
habitat quanto das suas interacdes bioldgicas (MacArthur & Whitmore,1979). O
objetivo deste trabalho foi comparar a abundancia de aves frugivoras e a
disponibilidade de frutos em clareiras naturais e sub-bosque de floresta de terra
firme da regido Amazbnica. Espera-se que a abundancia de aves frugivoras
seja distinta nos ambientes, pois a morte e decomposi¢céo das arvores durante
a formacgéo das clareiras naturais favorecem o acumulo de nutrientes (Lima,

2005), e consequente aumento da disponibilidade dos frutos, atraindo as aves
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frugivoras para estas areas, em especial os frugivoros primarios. Espera-se
também que a associacdo entre abundancia de aves frugivoras e o numero de
espécies frutificando seja maior nas clareiras naturais em comparagéo ao sub-
bosque sob dossel continuo. A arquitetura florestal amazb6nica formada por
arvores emergentes com alta estatura, forma clareiras naturais maiores e mais
atrativas, que associada a baixa fertilidade dos solos (Ruivo et al., 2002) e a
menor disponibilidade de frutos no sub-bosque (Gentry & Emmons, 1987),
contribuem para a concentracdo de recursos nas clareiras. Por fim, espera-se
também que as clareiras naturais apresentardo maior disponibilidade de frutos
maduros e numero de espécies de plantas do que o sub-bosque de dossel

continuo.

METODOS

AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado no periodo de novembro de 2010 a outubro de
2011 na Floresta Nacional (FLONA) de Caxiuana (1° 43’ 3,5” S, 51° 27’ 36” W)
situada nos municipios de Melgaco e Portel, no norte do estado do Para. Esta
Unidade de Conservacédo Federal da Amazobnia Oriental, foi criada em 1961
pelo Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF), possui area de
330.000 ha, e é limitada pelo rio Anapu, que forma a baia de Caxiuand. Os
principais afluentes sédo os rios Caxiuana e Pracupi, que desdguam nas baias
Caxiuana e dos Botos, respectivamente. Os rios da baia de Caxiuana sao de
aguas negras, com poucos nutrientes e materiais em suspensao (Lisboa et al.,

1997).
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O clima é tropical umido, com um periodo chuvoso que compreende 0s
meses de janeiro a julho e, outro seco, de agosto a dezembro (Fisher et al.,
2007). A vegetacdo predominante € a floresta tropical umida de terra firme com
arvores emergentes (40 a 50m), dossel (30 a 35m), sub-dossel (20 a 25m) e
piso (5m). As familias mais representativas sdo Sapotaceae, Lecythidaceae e

Caesalpiniaceae (Lisboa et al., 1997).

O estudo foi desenvolvido em dois habitats, no sub-bosque florestal sob
dossel continuo, considerado uma area de floresta intacta com dossel denso
superior e nenhuma evidéncia de perturbacdo recente (Levey, 1988a; 1990) e
em clareira natural, definida por Runkle (1981) como “uma area do solo, sob a
abertura do dossel, delimitada pelas bases das arvores de dossel que

circundam a abertura”, denominados de clareira e sub-bosque.

Em uma parcela de 100 ha foram pareadas, a distancia minima de 200m,
seis clareiras naturais e seis sub-bosques. As clareiras foram formadas pela
gueda de uma ou mais arvores, pelo desenraizamento e ou quebra na base do
tronco, de formagao recente, inferior a dois anos, pois se observava no chao da
floresta as copas das arvores caidas com galhadas, com area média de 201 +

43.73 m2 e amplitude de 158 a 250 mz2.

AVIFAUNA

A abundéncia das aves frugivoras foi monitorada com redes ornitoldgicas,
pois permitem amostragem similar e simultanea de varias unidades amostrais
(Karr, 1981; Gosler, 2004), coleta de fezes e marcacado individual dos
espécimes capturados (Gosler, 2004). Este método tem sido utilizado com

frequéncia na amostragem das aves, especialmente os passeriformes, 0s quais
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se destacam nos estudos de distribuicdo de aves em clareiras naturais
(Schemske & Brokaw, 1981; Wunderle et al., 1987; Wunderle et al., 2005;

Levey, 1988a).

Foram utilizadas 10 redes ornitolégicas (2,5 x 12 m; malha 36 mm) em
cada unidade amostral, as quais foram dispostas em forma de L nas bordas da
clareira para ajustar ao seu tamanho. As bordas foram definidas pela projecao
vertical das folhas de arvores de dossel adjacente a clareira. No sub-bosque,
as redes foram posicionadas na mesma configuracdo. As redes foram abertas
das 6:00 h as 14:00 h e vistoriadas a cada 45 minutos. Quatro unidades
amostrais (2 clareiras naturais e 2 sub-bosques) foram monitoradas
simultaneamente por dois dias consecutivos, perfazendo seis dias a cada més.
O esfor¢co amostral totalizou 23.040 horas-redes.

As aves foram identificadas com auxilio de guias de identificacdo (Ridgely
& Tudor, 1989; 1994; Sick, 1997; Sigrist, 2008), anilhadas com anilhas
metalicas cedidas pelo Centro de Estudos de Migracdes de Aves — CEMAVE.
Os individuos foram mantidos em sacos de pano com papel de filtro e liberados
as proximidades dos locais de captura. As fezes e regurgitos foram triados e os
itens alimentares encaminhados aos Laboratorios de Entomologia e de

Botanica do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG).

As aves frugivoras foram classificadas em primarias e secundérias. As
primarias compreenderam as espécies nas quais as amostras de fezes sempre
continham polpa do fruto e ou sementes, enquanto que as secundarias
continham, esporadicamente, polpa e ou sementes e maior propor¢gdo de

insetos (Levey, 1988b). A classificacdo das aves frugivoras nestes dois grupos
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foi baseada na andlise das amostras de fezes e regurgito, mas também em

publicacdes (Snow & Snow, 1971; Snow, 1981).

DISPONIBILIDADE DE FRUTOS

Os vegetais frutificando em altura inferior a 10 m foram marcados ao
longo de dois transectos paralelos em cada lado das redes ornitoldgicas e,
distantes trés metros destas. Para identificacdo das espécies foram montadas
exsicatas das partes férteis, as quais foram encaminhadas ao laboratério de
Botanica do MPEG. A abundancia dos frutos maduros de cada planta foi
registrada em escala de 1 a 8 (1=1-10 frutos maduros; 2=11-25; 3=26-50; 4=
51- 100; 5=101-200; 6=201-500; 7=501-1000; 8=1001-10000) (Levey, 1988b).
Os seguintes critérios foram utilizados para considerar se um didsporo estava
maduro: coloracdo, facil desprendimento do vegetal, deiscéncia do fruto e

amolecimento da polpa (Levey, 1987).

ANALISE ESTATISTICA

A riqueza de espécies nos ambientes foi comparada através de curva de
rarefacdo, com o programa EstimateS (Cowell 2005). Nesta analise é
construida uma curva média de numero de espécies em funcdo do numero de
individuos amostrados (valores cumulativos) apés 100 aleatorizacbes dos

dados observados.

O escalonamento multidimensional Nao-Métrica (MDS), através do indice
de Bray-Curtis, foi utilizado para testar se as clareiras naturais suportam
assembleias de aves frugivoras distintas do sub-bosque. Foram utilizadas
matrizes qualitativas e quantitativas. O MDS é consistente com diferentes tipos

de dados, e dentre outros fatores, ndo atribui similaridade pela auséncia
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comum de determinada espécie (Manly, 1994). A diferenca na abundancia das
espécies de aves frugivoras nos diferentes ambientes foi testada pela analise
de similaridade (ANOSIM). A analise de similaridade das percentagens
(SIMPER) permitiu indicar quais espécies foram as principais responsaveis

pelas similaridades dentro de cada grupo.

Para testar se as espécies de aves frugivoras, bem como, os frugivoros
primarios e plantas apresentaram preferéncia pelas clareiras naturais, foi
utilizado o qui-quadrado, com a restricdo que, se um dos valores de dada
espécie foi inferior a 20 individuos ou o nimero total, em pelo menos uma das

categorias, inferior a cinco, foi aplicado o teste exato de Fisher.

Para verificar a relagdo entre o numero de plantas frutificando nos
ambientes e a abundancia de aves frugivoras foi utilizada a técnica de
regressao linear simples, apds estudo da distribuicdo de normalidade (teste de
KolmogorovSmirnov) das variaveis. O numero de plantas frutificando nos
ambientes foi considerado como varidvel dependente (Y) e a abundancia de
aves frugivoras, como variavel independente (X), ambas expressas de forma

quantitativa.

Para verificar se as espécies de plantas e aves frugivoras apresentam
convergéncia na diferenciagcdo no nivel de comunidade foi utilizado o teste de
Mantel (Mantel 1967), os dados foram previamente normatizados e, foram
comparadas as matrizes de similaridade das aves frugivoras (distancia de Bray
Curtis) e a matriz de plantas frutificando (distancia de Bray Curtis) baseado em

5.000 randomizacoes.
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O teste de Mann-Whitney foi utilizado para comparar a disponibilidade de
frutos maduros das espécies de plantas que apresentaram o minimo de cinco
individuos nos ambientes e dez individuos no total. Para a andlise estatistica foi
utilizado o SYSTAT software 11 e o pacote PAST v. 1.3 (Hammer & Harper,

2004). O nivel de significancia aceito foi de 5%.

RESULTADOS

Foram capturados 347 individuos pertencentes a 21 espécies de aves
frugivoras (Apéndice 1). A acumulacdo das espécies demonstrou rapida
ascensao ate a quarta sessado de captura, considerando simultaneamente os
dois ambientes, seguida de crescimento gradativo até a décima primeira

sessao de captura, quando apresentou tendéncia a estabilizacéo (Figura 1).
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Figura 1. Curva cumulativa do numero de
individuos de aves frugivoras em clareiras naturais
e sub-bosque em funcdo das sessdes de capturas
em floresta de terra firme.

A ordenacéo dos dados de abundancia das aves frugivoras demonstrou que

a avifauna em clareiras naturais € distinta do sub-bosque (Figura 2; stress 0.11,
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0.09). Através da analise de similaridade das percentagens (SIMPER)
verificou-se que as espécies que mais contribuiram para a dissimilaridade
foram: Dixiphia pipra, Pipra rubrocapilla e Turdus albicollis. A analise de
similaridade apresentou valor global de R=0.42, confirmando os resultados da
ordenacdo e a diferenca significativa na abundéncia dos frugivoros entre os

ambientes (p< 0.05)
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Figura 2. Escalonamento multidimensional (MDS) dos dados com matriz
qualitativa e quantitativa de aves frugivoras em clareiras naturais (C) e sub-
bosque (B) em floresta de terra firme.

O numero de individuos capturados nas clareiras naturais foi
significativamente superior ao sub-bosque (218 e 129, respectivamente;
X2=22.82, gl=1, P<0.005). Entretanto, o numero de espécies (clareira, 18; sub-

bosque, 15) ndo foi diferente entre os ambientes (X2=0.27, gl=1, P=6).

Para determinar se as espécies de aves frugivoras apresentam preferéncia
entre os ambientes foi necessario um minimo de seis capturas (Teste exato de

Fischer). Com base em processos aleatorios seria de se esperar que apenas
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uma espécie (11x 0,05) obtivesse diferenca significativa na taxa de
captura entre os ambientes, entretanto, onze espécies de aves cumpriram este
critério (Tabela 1). Destas, cinco (45%) apresentaram diferenca no numero de
capturas entre os ambientes, o que foi considerado superior ao esperado (p <
0.05).

Tabela 1. Espécie de aves frugivoras registradas com maior
frequéncia em clareiras naturais e sub-bosque de floresta de

terra firme.
N2 de individuos

Espécies clareira sub-bosque P guilda
Geotrygon montana 14 7 0.12 FP
Tyranneutes stolzmanni 10 1 <0.05* FP
Pipra rubrocapilla 36 41 0.56 FP
Dixiphia pipra 95 21 <0.05* FP
Schiffornis turdina 12 15 0.56 FS
Lipaugus vociferans 5 2 0.14 FS
Mionectes macconnelli 12 13 0.84 FS
Cyclarhis gujanensis 6 1 <0.05* FS
Turdus albicollis 11 15 0.43 FS
Lanio surinamus 7 0 <0.05* FS
Periporphyrus erythromelas 7 0 <0.05* FP

FP= frugivoro primario; FS= frugivoro secundario;
* resultado significativo;

A taxa de captura dos frugivoros primarios foi significativamente superior
em clareira (X2=47.72, gl=1, P<0.0001), quando comparado aos frugivoros
secundérios. Ja no sub-bosque ndo houve diferenga significativa (X2=3.03.,
gl=1, p=0.08). A espécie mais abundante na clareira foi Dixiphia pipra e no sub-

bosque Pipra rubrocapilla.

Foram registradas 36 espécies de plantas frutificando. As espécies mais
comuns nas clareiras naturais foram Psychotria colorata e Psychotria
iodotricha, e no sub-bosque foi Faramea anisocalyx e Virola surinamensis

(Apéndice 2). O numero total de plantas frutificando foi significativamente
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superior em clareira, quando comparado ao sub-bosque (120 e 72,

respectivamente X2=11.56, gl=1, p<0.05). Das 11 espécies com tamanho

amostral de pelo menos seis individuos, sete foram encontradas com maior

frequéncia em clareiras naturais, e apenas duas no sub-bosque (p <0.05,

Tabela 2).

Tabela 2. Espécie de plantas frutificando registradas
com maior frequéncia em clareiras naturais e sub-

bosque de floresta de terra firme.

Numero de individuos

Espécie clareira sub-bosque P
Calathea microcephala 4 4 0.69
Cordia nodosa 6 0* <0.05
Faramea anisocalyx 5 15* <0.05
Ischnosiphon gracilis 7 2% <0.05
Miconia ciliata 8 5 0.21
Psychotria cincta 5 1* <0.05
Psychotria colorata 29 5* <0.05
Psychotria iodotricha 11 1* <0.05
Psychotria sessilis 6 1* <0.05
Rinirea passoura 6 0* <0.05
Virola surinamensis 0 7* <0.05

* resultado significativo;

Analisamos a abundancia de frutos maduros das espécies que

apresentaram o minimo de cinco individuos nos ambientes e dez individuos no

total. Miconia ciliata ndo apresentou diferenca no numero de individuos

frutificando nos dois ambientes (p=0.21), porém a disponibilidade de frutos

maduros foi significativamente superior

nas clareiras naturais,

guando

comparada ao sub-bosque (Md=2,0 e 1,0 respectivamente U=2.92, p<0.05).

Apenas Faramea anisocalyx apresentou maior disponibilidade de frutos no sub-

bosque (Md=2,0 e 1,0 respectivamente U=10, p<0.05).
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A abundéancia total de aves frugivoras ndo foi associada com o niumero de
plantas frutificando considerando todas as unidades amostrais (R?=0.51, t=
0.37, p= 0.72) e no sub-bosque (R?=0.38, t= 0.59, p= 0.58), entretanto essa

associacao foi significativa em clareiras naturais (R?=0.54, t= - 0.36, p<0,05)

(Figura 3).
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Figura 3. Numero de plantas frutificando em funcdo da abundancia das aves
frugivoras considerando todas as unidades amostrais, no sub-bosque e em
clareiras naturais em floresta de terra firme.

A correlagdo de Mantel demostrou congruéncia entre as matrizes de
similaridade de aves frugivoras e plantas frutificando no ambiente (R 0.56,
p<0,05) corroborando com a hipotese de que a distribuicdo das espécies de

aves frugivoras nos ambientes ndo ¢é aleatéria (Figura 4).
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Figura 4. matrizes de similaridade de aves frugivoras e plantas frutificando no
ambiente em floresta de terra firme.

DISCUSSAO

Nossos resultados demonstraram a preferéncia das aves frugivoras por
clareiras naturais, corroborando estudos realizados em florestas tropicais
(Levey, 1988a; 1988b; Wunderle et al.,, 2005) e temperadas (Fuller, 2000;
Wilson et al., 1982; Malmborg & Willson, 1988; Hoppes, 1987). Nos
registramos que 45% das aves frugivoras ocorreram frequentemente em

clareira, ratificando resultados na Floresta da Costa Rica (Levey, 1988a) e na
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Amazonia ocidental (Banks-Leite & Cintra 2008). Entretanto, Wunderle et al.
(2005) registraram apenas 15% de frugivoros na regido do Tapajés, e
Schemske e Brokaw (1981) nédo relataram preferéncia desta guilda no Panama.
Esta diferenca pode ser devido a area das clareiras naturais, pois os autores
incluiram clareiras menores na amostragem, as quais Sdo menos atrativas para
as aves frugivoras (Levey, 1988b).

Clareiras e sub-bosque diferem significativamente na composicdo e
estrutura da vegetacdo (Brokaw, 1985) microclima e produtividade (Halle et al.,
1978), os quais influenciam na disponibilidade de frutos e no uso diferenciado
destes ambientes pelas aves frugivoras (Blake & Hoppes, 1986; Martin & Karr,
1986; Levey, 1988b). Das espécies de aves frugivoras que apresentaram
preferéncia por um dos ambientes, cinco ocorreram preferencialmente em
clareiras naturais; Dixiphia pipra foi a mais abundante neste ambiente. A
disposicdo espacial do leque desta espécie tem sido relacionada a certas
variaveis ambientais, como a maior luminosidade e disponibilidade de poleiros,
que favorecem a exibicdo do macho nas arenas (Loiselle et al., 2007). Soma-se
que o sucesso do acasalamento dos machos se associa aos territorios com
maior disponibilidade de frutos (Tori, 2008).

Varias espécies de aves tropicais dependem de frutos na sua dieta (Howe
& Smallwood, 1982). Nossa amostragem registrou maior abundancia de aves
frugivoras primarias nas clareiras naturais. Blake e Hoppes (1986) indicaram
que as espécies de aves mais dependentes de frutos na dieta tendem a preferir
clareiras em relacdo aquelas com dieta mais diversificadas. Martin e Karr
(1986) relataram que as aves frugivoras podem preferir este ambiente no

periodo em que aumentam a proporcao de frutos na dieta.
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As aves frugivoras reconhecem e acompanham os padrbes de
distribuicdo dos frutos (Wheelwright, 1983; Loiselle & Blake, 1991). Nossos
resultados indicam que o numero elevado de plantas frutificando nas clareiras
esta associada a maior abundancia de aves frugivoras neste ambiente.
Portanto apoiamos a hipétese de que a elevada concentragdo de frutos em
clareiras naturais é atrativa para a avifauna (Blake & Hoppes, 1986; Martin &
Karr, 1986; Levey, 1988b), sem excluir outros fatores como a visibilidade dos
frutos (Thompson & Willson, 1978), previsibilidade temporal (Denslow et al.,
1986) e a ocorréncia de frutos mais adocicados (Levey, 1987).

As clareiras naturais sdo importantes para o estabelecimento das plantas
nas florestas tropicais, principalmente as espécies de sub-bosque (Levey,
1988b). A maioria das espécies de plantas neste estudo que apresentaram
preferéncia por um dos ambientes ocorreu nas clareiras. As mais abundantes
pertencem ao género Psychotria, corroborando Amézquita (1998) e Carvalho et
al. (2000) que relataram a preferencia deste género pelo centro e borda de
clareiras maiores.

As clareiras representam a fase mais importante para determinacdo da
composicao floristica de uma floresta (Whitmore, 1989) e, as plantas tendem a
apresentar maior disponibilidade de frutos e tempo de frutificacdo, quando
comparada ao sub-bosque (Levey, 1988b). Miconia ciliata apresentou maior
disponibilidade de frutos maduros nas clareiras. Este género ocorre
preferencialmente em clareiras maiores (Tabarelli & Mantovani, 1999) e a maior
quantidade de frutos pequenos pode constituir estratégia adaptativa da espécie

para evitar a competicdo dos dispersores, visto que esta espécie vegetal foi
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responsavel pela maioria das interagbes com as aves na Amazénia Oriental

(Gomes et al., 2008).

A familia Rubiaceae é uma das mais abundantes em sub-bosque das
florestas Neotropicais (Gentry & Emmons, 1987). Faramea anisocalyx foi a
espécie mais comum no sub-bosque, bem como, apresentou maior
disponibilidade de frutos neste ambiente. Esta espécie apresenta frutos
pequenos do tipo drupa, é um arbusto que cresce até no maximo 4 m de altura
e ocorre frequentemente no sub-bosque da Floresta Nacional de Caxiuana
(Silva et al., 2003), constituindo importante recurso no forrageio das aves

frugivoras nesta area.

Disturbios naturais, como a formacédo de clareiras sao fundamentais
para interacdo entre aves frugivoras e plantas (Gilbert, 1980). A distribuicdo
preferencial das aves frugivoras em clareiras naturais nas florestas tropicais
estd associada a maior concentracdo de frutos, pois estas areas constituem
sitios permanentes e rentaveis de recursos. Contudo o uso deste ambiente
pelas aves frugivoras € diferenciado nas florestas neotropicais, resultante
principalmente do tamanho das clareiras, o qual influencia na produtividade
primaria, composicado vegetal e disponibilidade de frutos (Lima, 2005). Nés
sugerimos gue as clareiras naturais maiores sdo mais atrativas, principalmente
para as espécies que consomem maior propor¢cao de frutos na dieta, tal como

os frugivoros primarios.

Sugerimos também que clareiras naturais influenciam a distribuicdo

espacial dos individuos de Dixiphia pipra, pois 0s machos utilizam estas areas
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tanto pela maior visibilidade durante a exposicao em leques, quanto pela maior
disponibilidade de recursos, corroborando achado prévio de Loiselle et al.
(2007) que indicou que a selecdo de habitat e a distribuicdo espacial dos
piprideos se relacionava a estratificacdo da vegetagcdo e a intensidade da luz

incidente na arena de exibicéo.
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Apéndice 1. Espécies de aves frugivoras capturadas em clareira naturais e no sub-
bosque em floresta de terra firme.

Familia Espécie Clareira  Sub-bosque Total Guilda
Tinamidae Crypturellus variegatus 1 1 FP
Columbidae Geotrygon montana 14 7 21 FP
Trogonidae Trogon rufus 1 1 FP
Ramphastidae = Ramphastos vitellinus 1 1 FP
Tyrannidae Mionectes oleagineus 2 2 FS
Tyrannidae Mionectes macconnelli 12 13 25 FS
Cotingidae Lipaugus vociferans 5 2 7 FS
Cotingidae Phoenicircus carnifex 2 2 FS
Pipridae Tyranneutes stolzmanni 10 1 11 FP
Pipridae Dixiphia pipra 95 21 116 FP
Pipridae Pipra rubrocapilla 36 41 77 FP
Tityridae Schiffornis turdina 12 15 27 FS
Turdidae Turdus albicollis 11 15 26 FS
Coerebidae Coereba flaveola 1 1 FS
Thraupidae Tachyphonus surinamus 7 7 FS
Thraupidae Tachyphonus cristatus 2 2 FS
Emberizidae Arremon taciturnus 1 2 3 FS
Cardinalidae Habia rubica 2 2 FS
Cardinalidae Periporphyrus erythromelas 3 4 7 FP
Fringillidae Euphonia cayennensis 1 1 FP
Vireonidae Cyclarhis gujanensis 6 1 7 FS
Total 218 129 347

FP= frugivoro primario; FS= frugivoro secundario;



Apéndice 2. Espécies de plantas frutificando em clareiras naturais e no sub-

bosque em floresta de terra firme.

Familia Espécie C S Total
Boraginaceae Cordia nodosa 6 0 6
Burseraceae Protium trifoliolatum 1 2 3
Chrysobalanaceae Licania canescens 0 1 1
Clusiaceae Symphonia globulifera 2 0 2
Cyclanthaceae Evodianthus funifer 2 0 2
Cyperaceae Calyptrocarya bicolor 1 4 5
Dilleniaceae Davilla rugosa 1 1 2
Fabaceae Inga edulis Mart. 2 2 4
Fabaceae Swartzia polyphylla 2 2 4
Heliconiaceae Heliconia acuminata 2 2 4
Heliconiaceae Heliconia psittacorum 3 2 5
Lecythidadaceae  Eschweilera grandiflora 1 1 2
Malvaceae Sterculia pruriens 2 0 2
Marantaceae Calathea microcephala 4 4 8
Marantaceae Ischnosiphon gracilis 7 2 9
Melastomataceae Miconia ciliata 8 5 13
Meliaceae Guarea macrophyla 0 1 1
Myristicaceae Virola surinamensis 0 7 7
Piperaceae Piper asperum 2 1 3
Poaceae Ichnanthus procurrens 1 4 5
Poaceae Pariana radiciflora 1 2 3
Rapateaceae Rapatea paludosa 1 1 2
Rubiaceae Psychotria cincta 5 1 6
Rubiaceae Psychotria colorata 29 5 34
Rubiaceae Psychotria iodotricha 11 1 12
Rubiaceae Psychotria sessilis 6 1 7
Rubiaceae Faramea anisocalyx 5 15 20
Sapotaceae Manilkara bidentata 3 1 4
Sapotaceae Pouteria caimito 1 0 1
Sapotaceae Pouteria macrophylla 3 0 3
Solanaceae Solanum paniculatum 0 1 1
Violaceae Rinorea passoura 6 0 6
Violaceae Rinorea guianensis 2 0 2
Violaceae Rinorea racemosa 0 1 1
Violaceae Rinorea ryania 0 1 1
Zingiberaceae Renealmia floribunda 0 1 1
Total 120 72 192

46
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CAPITULO Il

Estresse oxidativo de Dixiphia pipra (aves:Pipridae) em clareiras naturais na
Amazobnia

Estresse oxidativo de Dixiphia pipra (aves:Pipridae) em clareiras naturais na
Amazobnia
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RESUMO

Foi investigado o estresse oxidativo nos machos adultos, imaturos e fémeas de
Dixiphia pipra em clareira e sub-bosque. Os individuos de Dixiphia pipra
ocorreram preferencialmente em clareiras naturais e a abundancia foi
correlacionada com a disponibilidade de frutos neste ambiente. A variacao de
estresse oxidativo nos individuos foi significativamente explicada pelo sexo,
local da amostragem e pela interacdo entre estas variaveis. Machos adultos em
clareiras naturais registraram niveis de estresse oxidativo mais elevado,
resultante do aumento da geracdo de compostos pro-oxidantes, o que esta
provavelmente associado a interacdo de fatores como a demanda metabdlica
das estratégias de voo nos comportamentos de exibi¢do, alocacdo de recursos
antioxidantes para a producdo e manutencdo da plumagem ornamental,
predacao e a defesa de territorio.

PALAVRAS CHAVES: estresse oxidativo, avifauna, antioxidantes.
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ABSTRACT

We investigated the oxidative stress of Dixiphia pipra in adult, immature males
and in females in natural gaps and understory sites. Specimens of Dixiphia
pipra preferentially occurred in natural gaps and the abundance was correlated
with fruit availability in this environment. The variation of oxidative stress in
specimens was explained by sex, location of sampling and the interaction
between these variables. Adult males in natural gaps had higher levels of
oxidative stress. This is possibly due to the increased production of pro-oxidant
compounds, which is related to an interaction of factors such as the metabolic
demand of flight strategies, the courtship behaviors, the resource allocation of
antioxidants for the production and maintenance of ornamental plumage,

predation and territory defense.

Keywords: oxidative stress, birds, antioxidant.
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INTRODUCAO

Alteracbes ambientais na disponibilidade e qualidade de recursos
constituem fatores estressantes para as aves, aumentando o metabolismo
oxidativo (de Crommenacker et al., 2011). O excesso da producdo de
compostos pro-oxidantes podem causar danos a biomoléculas essenciais e
resultar no estresse oxidativo. Um dos efeitos mais significativos é a
peroxidacao lipidica da membrana celular que resulta na perda de funcbes
essenciais, como a seletividade, culminando com a morte celular (Halliwell &
Gutteridge, 2007).

O estresse oxidativo desempenha importante papel ecoldgico e
evolutivo, pois modula respostas comportamentais e fisioldgicas nos animais
(Sohal, 2002) para manter a homeostase. Os organismos evoluiram sistemas
eficientes de combate aos danos provocados pelos compostos pro-oxidantes,
baseados em defesa antioxidante enddgena como as enzimas superoxido
dismutase, catalase e glutationa peroxidase e exdégenos, provenientes da dieta
como, vitaminas C e E, carotenoides e bioflavondides (Halliwell & Gutteridge,
2007).

A resposta adaptativa dos animais ao excesso de producdo de
compostos pro-oxidantes pode ser caracterizada pela capacidade do individuo
em adquirir recursos antioxidantes suplementares (Barton et al., 1989; Halliwell
& Gutteridge, 2007). Os compostos antioxidantes sao fundamentais na selecao
sexual, sendo responsaveis pela variacdo da cor na plumagem nos machos, os

quais sinalizam boa condicédo de saude, auxiliam no funcionamento do sistema
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imunoldgico e revelam a capacidade do individuo em resistir ao dano oxidativo
(Von Schantz et al., 1999).

A relagdo entre estresse oxidativo e capacidade antioxidante nas aves
tém sido utilizada para elucidar custos fisioldgicos subjacentes a ornamentacao
sexual, reproducao e defesa de territorio (Von Schantz et al., 1999). Na selecéo
sexual das aves as exibicdes acusticas e visuais sdo importantes no sucesso
de acasalamento do macho (Castro et al., 2007), no qual o gasto energético
diario aumenta significativamente com a taxa de exibicdo nos machos
(Vehrencamp et al., 1989) e a atividade metabdlica elevada pode produzir
grande quantidade de espécies reativas de oxigénio acarretando estresse

oxidativo (Beckman & Ames, 1998).

Investigamos as interacdes ecofisiologicas entre o estresse oxidativo e a
distribuicdo espacial dos individuos de Dixiphia pipra. Esta espécie constitui-se
modelo apropriado para o estudo, pois € um passeriformes frugivoro
sexualmente dimorfico, com organizacdo social e espacial em leques, nos
quais 0os machos passam a maior parte do dia em comportamentos de
exibicbes (Castro et al., 2007). Comparamos a abundancia dos individuos e o
namero de plantas frutificando em clareira e sub-bosque e prevemos que a
abundéancia dos individuos e associacdo no numero de espécies de plantas
frutificando seja superior em clareiras naturais, uma vez que a disposicao
espacial do leque desta espécie ocorre preferencialmente em ambientes
abertos (Castro-Astro et al., 2007) e em areas de elevada disponibilidade de
frutos (Emlen & Oring, 1977; Théry, 1992).

Noés analisamos as substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS)

e a capacidade antioxidante total (TEAC) dos individuos para estimar as
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relacdes entre os diferentes componentes que determinam o equilibrio redox
(Costantini, 2008; Cohen & Horak, 2010). Esperamos que as clareiras naturais
representem fonte de estimulos estressores para os machos adultos de
Dixiphia pipra, uma vez que a disputa por fémeas exerce forte pressao seletiva
sobre os machos, porém esperamos também que os machos adultos presentes
nas clareiras naturais incluam frutos com elevado teor de compostos
antioxidantes na sua dieta e que a alocagéo deste recurso possa minimizar 0s

efeitos danosos das espécies pro-oxidantes.

METODOS

Espécie de estudo

Dixiphia pipra se distribui da Costa Rica até o leste do Brasil (Ridgely &
Greenfield, 2001). Os machos sao negros com vertice e nuca brancos e
mandibula cinza-azulada, e as fémeas com o dorso, asa e cauda verdes, o
peito tingido de olivaceo, vértice e nuca cinza-azuladas. Os machos juvenis
apresentam coloracdo semelhante a fémea, com a iris vermelha menos intensa
que das fémeas e, alguns com penas brancas no vértice ou pretas no corpo
(Ryder & Durées, 2005).

Esta espécie apresenta organizacdo espacial de leques dispersos, nos
quais os machos estabelecem territérios e as fémeas frequentam com a
finalidade de selecionar parceiros em potenciais para o acasalamento (Castro-
Astor et al., 2007). A selecédo de habitat para a distribuicdo dos leques ocorre
frequentemente em ambientes abertos (Castro-Astro et al., 2007), com

elevada luminosidade (Loiselle et al., 2007), associados a troncos caidos
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(Snow, 1961) e maior disponibilidade de frutos que favorece o0 sucesso
reprodutivo do macho (Tori, 2008).

Sédo aves predominantemente frugivoras de sub-bosque consumindo a
polpa ou arilo dos frutos e descartando a semente por regurgitagcdo ou
passagem pelo intestino. Loiselle et al. (2007), relatam o consumo de 44
espécies diferentes de frutos , destacando-se as Melastomataceae, Rubiaceae

e Araceae na sua dieta (Krijger et al., 1997, Loiselle & Blake, 1990).

AREA DE ESTUDO

O estudo foi realizado na Floresta Nacional (FLONA) de Caxiuana (1° 43
3,57 S, 51° 27’ 36” W) situada nos municipios de Melgaco e Portel, no estado
do Para. Esta Unidade de Conservacdo Federal da Amazonia Oriental, foi
criada em 1961 pelo Instituto Brasileiro de Desenvolvimento Florestal (IBDF),
possui area de 330.000 ha, e €é limitada pelo rio Anapu, que forma a baia de
Caxiuana. Os principais afluentes sdo os rios Caxiuand e Pracupi, que
desadguam nas baias Caxiuana e dos Botos, respectivamente. Os rios da baia
de Caxiuand sdo de aguas negras, com poucos nutrientes e materiais em

suspensao (Lisboa et al., 1997).

O clima, segundo classificacdo de Képpen, € do tipo tropical quente e
Uumido e subtipo climéatico “Am”, com duas estac¢des distintas, uma chuvosa que
se estende de dezembro a maio, e outra com menor incidéncia de precipitacao,
de junho a novembro. A temperatura média anual do ar é de 26,7 °C, com
minima de 22 °C e maxima de 32 °C (Lisboa et al., 1997).

Os ambientes registrados na Flona de Caxiuana séao: floresta densa de

terra firme, floresta de inundacdo (varzea e igapd), vegetacdo savandide
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(campo hidromorfico), vegetacdo secundaria (capoeira) e vegetacdo residual
nos sitios de pomares. O estudo foi desenvolvido na floresta tropical imida de
terra firme, que é a vegetacao predominante, ocupando cerca de 85% da érea,
a arquitetura florestal é constituida por arvores emergentes (40 a 50m), dossel
(30 a 35m), sub-dossel (20 a 25m) e piso (5m). Apresenta elevada diversidade
de espécies por hectare (150 a 160 espécies) e densidade de 450 a 550
arvores por ha. As familias mais representativas sdo Sapotaceae,
Lecythidaceae e Caesalpiniaceae. O sub-bosque é relativamente denso e com

boa visibilidade (Lisboa et al., 1997).

DELINEAMENTO E AMOSTRAGEM

Os individuos de Dixiphia pipra foram amostrados em uma parcela de
100 ha em um trecho de floresta de terra firme, com seis trilhas de 1000m
separadas a cada 200m, nas quais foram selecionadas doze unidades
amostrais (seis clareiras naturais e seis sub-bosque) pareadas a uma distancia
minima de 200m. O sub-bosque florestal de dossel continuo foi considerado
como uma area de floresta intacta com dossel denso superior e sem evidéncias
de perturbacdo recente (Levey, 1988) e, a clareira natural, definida segundo
Runkle (1981) como “uma area do solo, sob a abertura do dossel, delimitada
pelas bases das arvores de dossel que circundam a abertura” denominada
daqui em diante de sub-bosque e clareira. As clareiras naturais foram formadas
pela queda de uma ou mais arvores, pelo desenraizamento e ou quebra na
base do tronco, de formacao recente, inferior a dois anos, pois as copas das
arvores caidas com galhadas eram observadas no chéao da floresta, com area

meédia de 201 + 43.73 m2 e amplitude de 158 a 250 m2.
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AVIFAUNA

Para o registro da abundancia dos individuos foram utilizadas redes
ornitologicas, pois permitem amostragem similar e simultdnea das unidades
amostrais (Karr, 1981; Gosler, 2004), coleta de fezes, sangue e marcacao
individual dos espécimes capturados (Gosler, 2004). Os individuos foram
monitorados mensalmente no periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011

com esforco amostral de 23.040 horas-redes.

Foram utilizadas 10 redes ornitolégicas (2,5 x 12 m; malha 36 mm) em
cada unidade amostral, as quais foram dispostas em forma de L nas bordas da
clareira para ajustar ao seu tamanho. As bordas foram definidas pela projecéo
vertical das folhas de arvores de dossel adjacente a clareira. No sub-bosque,
as redes foram posicionadas na mesma configuragcéo. As redes foram abertas
das 6:00 h as 14:00 h e vistoriadas a cada 45 minutos. Quatro unidades
amostrais (2 clareiras naturais e 2 sub-bosques) foram monitoradas

simultaneamente por dois dias consecutivos, perfazendo seis dias a cada més.

Os individuos de Dixiphia pipra capturados foram marcados com anilhas
fornecidas pelo Centro de Estudos de Migracbes de Aves - CEMAVE, do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis — IBAMA.
Foram anotados dados biolégicos, como a idade, sexo, muda e placa de
incubacdo, os individuos foram mantidos em sacos de algodao, por
aproximadamente 30 minutos, para coleta de sangue e obtencéo das fezes ou
regurgito, os quais foram triados e o0s itens alimentares e sementes
identificadas no Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG). Os individuos foram

liberados préximos aos locais de captura.
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DETERMINACAO DOS INDICES DE ESTRESSE OXIDATIVO NAS AVES

Amostra de sangue foi coletada pelo corte da porcdo distal da unha
armazenada em micro tubos de polipropileno com heparina como
anticoagulante. O plasma foi separado por centrifugacdo a 2000 g por 6
minutos e acondicionado a -2°C (Wills, 1966). Os individuos em processo de
muda, reproducdo e recaptura foram excluidos, pois poderiam influenciar nos
resultados. O estresse foi determinado a partir da raz&o entre o dano oxidativo,
mensurado como substancias reativas ao acido tiobarbiturico e a capacidade

antioxidante total, com os maiores valores indicando elevado estresse oxidativo.

Medida do dano oxidativo (TBARS)

A medicdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi
utilizada para determinar os produtos de peroxidacdo dos lipidios, como o
malondialdeido (MDA), que tem sido utilizado para avaliar o dano oxidativo
(Bonnes et al., 1992; Esterbauer, 1996; Dotan et al., 2004; Dalle-Donne et al.,
2006 , Cohen & Horak, 2010). MDA pode ser medido por espectrofotometria e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia apés derivacdo com &cido
tiobarbitlrico (ensaio do TBARS). De maneira sucinta, as lipoproteinas séo
precipitadas da amostra biolégica, pela adicdo de acido tricloroacético a 10% e
removidas por centrifugacdo a 2000g por 3 minutos, e adicionado 0.05M de
acido tiobarbiturico 0.67% em sulfato de sodio 2M. A derivagdo do MDA com o
acido tiobarbitdrico é realizada a 90 °C por 30 minutos. O cromégeno resultante
€ extraido em n-butanol e a absorvancia medida em 530nm. Os compostos

reativos ao acido tiobarbittrico sdo expressos como nmoles MDA/L™, usando
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curva de calibragdo, contendo diferentes concentracdes de 1,1,3,3-

tetraethoxypropane (Isaksson et al., 2009).

Medida da capacidade antioxidante total (TAS)

A capacidade antioxidante total do plasma foi determinada pelo método
do TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), a qual reflete os niveis de
antioxidantes micromoleculares circulantes, dentre os quais o &acido Urico,
vitamina A, vitamina C, carotenoides. De maneira sucinta, 0 método € baseado
na supressdo da absorvancia medida a 740nm do radical 2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline, 6-sulphonate) (ABTS), pelos antioxidantes presentes na
amostra de maneira proporcional a sua concentracdo. Os resultados sé&o
expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC),
utilizando-se curva de calibragdo contendo diferentes concentracées de Trolox

(Cohen et al., 2007).

DISPONIBILIDADE DE FRUTOS

Os vegetais frutificando em altura inferior a 10 m foram marcados ao
longo de dois transectos paralelos em cada lado das redes ornitoldgicas e,
distantes trés metros destas. Para identificacdo das espécies foram montadas
exsicatas das partes férteis, as quais foram encaminhadas ao laboratério de
Botanica do MPEG. A abundancia dos frutos maduros de cada planta foi
registrada em escala de 1 a 8 (1=1-10 frutos maduros; 2=11-25; 3= 26-50; 4=
51- 100; 5=101-200; 6=201-500; 7=501-1000; 8=1001-10000) (Levey, 1988).
Os segquintes critérios foram utilizados para considerar se um diasporo estava
maduro: coloracdo, facil desprendimento do vegetal, deiscéncia do fruto e

amolecimento da polpa (Levey, 1987).
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MEDIDA DA CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DOS FRUTOS

Foi utilizada a técnica da captura do radical 2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico) (ABTSe+), empregando-se como referéncia
a curva de calibracdo do Trolox (6-Hidroxi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-acido
carboxilico). NOs determinamos as atividades dos compostos de natureza
hidrofilica, como acido ascorbico e flavondides, e lipofilica, como carotenoides
nos frutos registrados na dieta dos individuos presentes em clareiras naturais.
De maneira sucinta, consiste na prévia extracdo dos compostos hidrofilicos e
lipofilicos presentes nas polpas dos frutos, empregando-se solucbes de
metanol a 50% e acetona a 70%, respectivamente. Os compostos
antioxidantes presentes na amostra reduzem o radical ABTS, e a reducdo da
absorvancia é acompanhada em comprimento de onda de 734nm (Ré et al.,

1999).

ANALISE ESTATISTICA

Para determinar se ha diferenca na abundancia dos individuos de
Dixiphia pipra entre clareira e sub-bosque foi realizado o teste do qui-quadrado.
Para verificar a associacdo entre a abundancia dos individuos nos ambientes e
a disponibilidade de frutos foi utilizado o coeficiente de correlacdo de Spearman.
Foi determinada a média da capacidade antioxidante total dos frutos presentes
na dieta dos individuos em clareiras naturais e para comparar as espécies de
plantas presentes na dieta dos machos e fémeas foi utilizado o teste do qui-
quadrado.

Para testar a normalidade dos dados foi utlizado o teste de

Kolmogorov-Smirnov. A correlacdo entre TBARS e TAS nos ambientes foi
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determinada através do coeficiente de correlagdo de Pearson e, a comparagao

dos valores de OS entre os ambientes foi determinada através da ANOVA.

Para determinar os fatores responsaveis pela variagcdo dos niveis de OS
nos individuos capturados nos diferentes ambientes foi utilizado o modelo
generalizado misto (GLMM). As variaveis explanatorias foram sexo e local de
amostragem dos individuos. A selecdo do modelo foi baseada na eliminacdo
dos termos nao significantes avaliados pelo método de Wald, os quais foram
reintroduzidos ao final para confirmar a auséncia de contribuicdo no modelo e
checar como eles afetam seu desempenho. Para modelagem, foi usada a
funcdo de erro normal e a identidade para o link entre as diferentes variaveis.
As analises estatisticas foram realizadas com o pacote de software
STATISTICA (versao 7.0, Stat Soft Inc. (2004), Tulsa, EUA). O nivel de

significancia aceito foi de 5%.

Declaracao de ética
As atividades de campo e coleta do sangue foram realizadas com a
autorizagdo concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservagéo da

Biodiversidade-ICMBIo (nr 23343-1).

RESULTADOS

Foram capturados 116 individuos de Dixiphia pipra. O numero de
individuos capturados nas clareiras naturais foi significativamente superior ao

sub-bosque (95 e 21, respectivamente; x2=40.83, gl=1, P<0.005). A preferéncia



60

por clareiras naturais também foi significativa agrupando os individuos em

funcado do sexo e idade (Tabela 1).

Tabela 1. Namero de individuos de Dixiphia pipra de acordo com o sexo e idade
nas clareiras naturais e sub-bosque em floresta de terra firme.

Numero de individuos X2 p
Dixiphia pipra Clareira  Sub-bosque
Macho 43* 8 24.02 <0.0001
Macho imaturo 19* 5 8.16 <0.05
Fémea 33* 8 15.24 <0.0001
Total 95* 21 47.2 <0.0001

* resultado significativo;

Os valores de TBARS e TAS apresentaram correlacdo significativa em
clareira, nos machos (n=25, r=0,70, p<0.0001), machos imaturos (n=12, r=0,95,
p<0.0001) e nas fémeas (n=9, r=0,71, p<0.05), enquanto que no sub-bosque
esta correlacéo foi significativa, apenas nos machos (n=8, r=0,85, p<0.05) e
nas fémeas (n=9, r=0,57, p <0.05). O sexo (Wald=11,8, p=0,005), local
(Wald=18,8, p=0,001) e a interacao desses fatores (Wald=22,02, p=0,003),

explicaram a variacao de OS (Figura 1).

Estresse oxidative mM

MC FC MS FS
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Figura 1. Estresse oxidativo (média =*
desvio padrdo) de Dixiphia pipra nos
machos adultos (MC), fémeas (FC)
presentes em clareiras naturais e nos
machos adultos (MS) e fémeas (FS) no
sub-bosque em floresta de terra firme.

Os valores de OS indicaram diferenca significativa entre os trés grupos
nos dois ambientes (F=37.91, p<0.0001). Os machos adultos em clareiras
registraram OS significativamente superior em relacdo aos machos imaturos
(F=9.43, p <0.05) e as fémeas (F=7.85 p <0.05). O mesmo foi observado em
relacdo aos machos (F=8.31, p<0.05) e fémeas (F=7.15, p<0.05) do sub-

bosque (Figura 2).

E stresse axddativo mhd

Figura 2. Estresse oxidativo de Dixiphia pipra nos
machos adultos (MC), machos imaturos (MiC) e
fémeas (FC) presentes em clareiras naturais e nos
machos adultos (MS) e fémeas (FS) no sub-bosque
em floresta de terra firme.

A abundancia dos individuos foi positivamente correlacionada com o

namero de plantas frutificando nas clareiras naturais (r=0.94, p<0.05, t=5.57),
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entretanto essa correlacdo néo foi significativa no sub-bosque (r=0.45, p=0.36,
t=1.02). Na dieta dos machos adultos de Dixiphia pipra presentes em clareiras
naturais foi registrado o consumo significativo de Psychotria colorata, Miconia
ciliata e Psychotria iodotricha, as quais apresentam frutos com alto teor
antioxidante, enquanto que as fémeas registraram o consumo significativo de

Faramea anisocalyx e Psychotria sessilis (Tabela 2).

Tabela 2. Espécies de plantas e capacidade antioxidantes dos
frutos registrados nas amostras de fezes e regurgito de
Dixiphia pipra presentes nas clareiras naturais em floresta de

terra firme.
A TEAC A
Espécie (mmol/L-1) Macho Fémea P
Miconia ciliata 1.63+0.17 20 8 <0.05
Faramea anisocalyx 0.2+0.05 14 66 <0.05
Psychotria sessilis 0.64 +0.03 7 17 <0.05
Psychotria colorata 1.34+0.32 41 8 <0.05
Psychotria iodotricha  1.65+0.17 17 0 <0.05
DISCUSSAO

Os piprideos selecionam ambientes florestais para a distribuicdo
espacial dos leques objetivando maximizar o sucesso reprodutivo (Endler &

Thery, 1996, Heindl & Winkler, 2003). N0s demonstramos que os individuos de
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Dixiphia pipra ocorrem preferencialmente em clareiras naturais, onde

estabelecem arenas de exibi¢cdes (Snow, 1961, Castro-Astro et al., 2007) .

Trés aspectos reforcam o uso das clareiras naturais como local para o
estabelecimento dos leques desta espécie; (i) o0 maior numero de machos
capturados nas clareiras naturais, 0s quais sao sedentarios, organizados em
assembleias de cortejo (Snow, 1962; Threy, 1992) e ocorrem em um ndamero
maior do que fémeas (Sick, 1959); (ii) o nimero maior de plantas frutificando e
disponibilidade de frutos maduros neste ambiente, visto que a distribuicdo de
leques de Dixiphia pipra na regido amazonica esta associada a locais de maior
biomassa de plantas e disponibilidade de frutos (Ryder et al., 2006); (iii) a maior
visibilidade nas clareiras naturais como limite territorial pode beneficiar os
machos adultos (Smith & Dallman,1996).

O estresse oxidativo tem sido associado ao custo fisiologico subjacente
as alteragcbGes de habitat, ornamentacdo e selecédo sexual (Von Schantz et al.,
1999; Costantini, 2008). Os machos adultos presentes em clareiras naturais
registraram niveis mais elevados de OS, o que pode estar associado ao fato
destes utilizarem a maior parte do tempo cortejando a fémea com repertério de
pelo menos 11 comportamentos de exibicdo com a realizacéo de voos ao redor
da fémea (Snow, 1981; Castro-astro et al., 2007). O custo oxidativo associado
ao voo das aves foi relatado em pombos Columba livia (Costantini et al., 2008),
com a fase da decolagem com maior custo energético (Swaddle et al., 1999 ) e,
em Melopsittacus undulatus com o esfor¢o de voos curtos (Larcombe et al.,
2008).

As fémeas selecionam os machos de coloracdo vibrante, os quais

sinalizam melhores condi¢des de salde e maior probabilidade de sobrevivéncia
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dos filhotes (Medeiros & Alves, 2010). Portanto, o investimento de recursos
antioxidantes para a producdo e manutencdo da plumagem ornamental e
defesa imune nos machos séo fatores importante na selecdo sexual e pode
comprometer o equilibrio entre compostos pro-oxidantes e sistema

antioxidantes (Bertrand et al., 2006).

Clareiras naturais se diferenciam do sub-bosque principalmente pelas
condicbes microclimaticas que interferem na altura, forma, orientacdo e
estrutura da vegetacao, influenciando a luminosidade (Barton et al., 1989). O
aumento da luminosidade na clareira pode tornar o macho adulto mais
vulneravel a predacdo, pois sua coloracdo € mais perceptivel do que os
machos imaturos e as fémeas, contribuindo assim para os niveis mais elevados

de estresse nos machos adultos registrados neste estudo.

Os machos adultos de Dixiphia pipra séo territoriais e possuem forte
hierarquia de dominacao, sendo frequente, por exemplo, a agressividade em
relacdo aos imaturos. O esfor¢co na defesa de territorio pode aumentar a taxa
metabolica basal dos machos e os niveis de testosterona (Chastel et al., 2003).
Este fato pode explicar os niveis mais elevados de OS nos machos adultos
presentes em clareiras naturais neste estudo quando comparados aos machos

imaturos.

A evolucédo dos leques em piprideos tem sido ecologicamente motivada
pela distribuicdo espaco-temporal dos recursos troficos (Tery, 1992). Emlen e
Oring (1977) e Théry (1992) hipotetizaram que os leques de piprideos se
localizam em territrios com maior concentragcdo de recursos, denominados

“hotspots”. Esta hipotese é apoiada pelos nossos dados, pois encontramos
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uma associacdo positiva entre a abundancia de individuos e a disponibilidade

de frutos nas clareiras naturais.

Os piprideos séo os principais frugivoros no sub-bosque de ambientes
florestais nos Neotrépicos, consomem a polpa ou arilo dos frutos e descartam a
semente através de regurgitacdo ou nas fezes. Incluem na dieta frutos
carnosos e arilados, de diferentes familias, tais como Melastomataceae,
Rubiaceae, Cecropiaceae e Moraceae (Sick, 1997). Sugere-se que 0s teores
de compostos antioxidantes consumidos pelos machos em clareiras séo
superiores aqueles consumidos pelas fémeas. Este consumo é possivelmente
uma estratégia para minimizar os efeitos danosos do estresse oxidativo, mas
pode significar também uma estratégia para a alocacdo de recursos criticos
para a manutencdo da plumagem ornamental em bom estado, pois ela serve
de sinalizacdo para uma boa condicdo de saude e auxilia no acasalamento
(Von Schantz et al., 1999). Considera-se também a possibilidade do reflexo
comportamental de aproveitamento de recursos alimentares, onde esta
disponivel, uma maneira eficiente de maximizar as necessidades energéticas

para atividades reprodutivas principalmente pelos machos adultos.

Distarbios naturais, como a formacdo de clareiras naturais sé&o
importantes na distribuicdo dos individuos de Dixiphia pipra em florestas
tropicais. O maior nimero de machos é encontrado nas clareiras naturais,
possivelmente influenciado pela elevada Iuminosidade e a grande
disponibilidade de frutos maduros, o que pode favorecer tanto as exibicdes de
corte como 0 sucesso reprodutivo. A associacdo entre a abundancia dos

individuos e a disponibilidade de frutos neste ambiente corrobora também a
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hipétese de que os leques desta espécie estao distribuidos preferencialmente
em locais de maior concentracao de recursos.

O estresse oxidativo em Dixiphia pipra depende do sexo e o local da
amostragem. Nas clareiras naturais os machos adultos apresentam niveis mais
elevados de estresse oxidativo. Fatores que podem contribuir para 0 aumento
da geracdo de compostos pro-oxidantes sdo a demanda metabdlica das
estratégias de voo, a alocagdo de recursos antioxidantes para a producdo e
manutencdo da plumagem ornamental, defesa de territério e 0 aumento da
luminosidade pode favorecer a predacdo dos individuos principalmente dos
machos que apresentam coloracdo mais perceptivel do que a fémea.

Porém o consumo de frutos com alto teor antioxidante pelos machos
neste ambiente podem minimizar os efeitos danosos do estresse oxidativo e,
portanto, favorecer os efeitos da intensa selecdo sexual que os individuos

estéo sujeitos ao longo de suas vidas.
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RESUMO

Distirbios ambientais contribuem para heterogeneidade de habitats e
influenciam nos padrbes de distribuicdo de aves florestais. As mudancas no
habitat podem aumentar a taxa metabdlica dos individuos comprometendo o
equilibrio redox promovendo o estresse oxidativo. O estudo objetivou analisar a
abundéancia de Willisornis poecilinotus em clareiras naturais e sub-bosque
florestal sob dossel continuo e determinar quais os fatores responsaveis pela
variacdo dos niveis de estresse nos individuos nos diferentes ambientes.
Foram registrados 81 espécimes, o numero de individuos foi superior em
clareiras naturais em comparagédo com o sub-bosque. Os individuos capturados
em clareiras naturais registraram niveis de estresse oxidativo mais elevado e
os valores de TBARS foram associados com a capacidade antioxidante neste
ambiente. A variancia de estresse oxidativo foi explicada pelo local da
amostragem, o que provavelmente resulta da maior disponibilidade de recursos
e, consequentemente maior demanda metabdlica das estratégias de voo

maximizando o forrageio e evitando a predacao.

PALAVRAS-CHAVES: Estresse oxidativo, avifauna, antioxidantes.
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ABSTRACT

Environmental disturbances contribute to habitat heterogeneity and influence
the distribution patterns of forest birds. Changes in habitat can increase the
metabolic rate of specimens compromising the redox balance by promoting
oxidative stress. The study aimed to analyze the abundance of Willisornis
poecilinotus in natural gaps and forest understory sites under continuous
canopy and determine the factors responsible for variation in stress levels of
specimens in different environments. Eighty one (81) specimens were captured;
the number of specimens was higher in natural gaps compared to the
understory sites. Specimens captured in natural gaps recorded higher levels of
oxidative stress and the values of TBARS were associated with antioxidant
capacity in this environment. The variance of oxidative stress was explained by
the sampling location, which probably results from the greater availability of
resources and thus higher metabolic demand of flight strategies to maximize

foraging and avoid predation.

KEYWORDS: Oxidative stress, avifauna, antioxidants
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INTRODUCAO

Disturbios ambientais podem constituir estimulos estressores para as
aves principalmente por alteracdes na disponibilidade e qualidade de recursos
(De Crommenacker et al., 2011). O estresse é caracterizado pela producao
excessiva de compostos oxidantes que supera a capacidade das defesas
antioxidantes ocasionando danos a biomoléculas como proteinas, lipidios e
acidos nucléicos (Beckman & Ames, 1998).

Na formacao de clareiras naturais ocorre o crescimento de ervas, Cipos e
arbustos, os quais formam densa folhagem proxima ao solo e aumento na
disponibilidade de poleiros facilitando a acessibilidade aos recursos (Denslow &
Hastshorm, 1994). Essas alteracdes estruturais podem resultar em elevado
esforco fisico do voo, aumentando a taxa metabdlica do organismo e
promovendo a producdo de compostos pré-oxidantes (Swaddle et al., 1999;
Costantini et al.,, 2008; Larcombe et al., 2008), visto que o voo € um dos
comportamentos que demanda alto custo energético das aves (Nudds &

Bryant, 2000; Hambly et al., 2004).

Nas clareiras naturais devido a condi¢ces microclimaticas e elevada
produtividade primaria ocorre maior disponibilidade de recursos (Hallé et al.,
1978). A disponibilidade de recursos favorece o forrageio por meio da reducao
do tempo de forrageamento e aumento da taxa de ingestao de alimentos (Blake
& Hoppes, 1986). Estudos relatam que maior taxa de ingestdo de alimentos
pode aumentar a producdo de compostos pro-oxidantes e promover estresse
oxidativo (Weindruch & Walford, 1988; Sohal & Weindruch, 1996; Masoro,

2002).
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As aves demonstram padrées similares de respostas fisioldgicas
destinadas a reduzir os impactos causados pelo dano oxidativo e garantir a
sobrevivéncia (Constantini et al., 2007; Constantini, 2008). Mecanismos de
defesa retardam ou inibem a oxidagdo de biomoléculas, os quais sdo
constituidos por componentes endégenos, como as enzimas e composto
exodgenos provenientes da dieta, como vitaminas C e E, carotendides e
bioflavonoides (Halliwell & Gutteridge, 2007).

Estudos demostram a distribuicdo diferenciada de aves nos ambientes
de clareiras naturais e sub-bosque nas florestas tropicais (Schemske & Brokaw,
1981, Levey, 1988, Fuller, 2000; Wundele et al., 2005). Entretanto ainda nao foi
estabelecida a relacéo entre o impacto ambiental resultante de disturbio natural
e a resposta fisiologica do organismo que garante a homeostase bioldgica e
sobrevivéncia da espécie.

Dados sobre as interacdes ecofisiologicas entre o estresse oxidativo e a
distribuicdo espacial dos organismos ainda sao escassos. Willisornis
poecilinotus representa um modelo apropriado para investigarx essas
interacOes, pois € uma ave insetivora que ocorre na floresta de terra firme na
Amazobnia, sexualmente dimorfico, normalmente nao invade o territorio de
outros individuos da mesma espécie e, 0s machos nao apresentam repertorios
elaborados para a corte das fémeas (Willis, 1982).

Este estudo tem como objetivo (1) determinar se ha diferenca na
abundancia de Willisornis poecilinotus (Cabanis, 1847) entre clareiras naturais
e sub-bosque de dossel continuo; (2) determinar o estresse oxidativo dos
individuos de Willisornis poecilinotus para avaliar se o local ou 0 sexo atuam

como fatores estressantes na espécie. Mudancas na estrutura do habitat tém
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sido associadas ao estresse oxidativo nas aves, portanto se espera que as
clareiras naturais representem fonte de estimulos estressores para 0S
individuos, devido ao maior esforco de voo e luminosidade e que 0 sexo ndo
influencie no nivel de estresse entre os individuos, visto que esta espécie
apresenta o cuidado biparental e os machos ndo apresentam elaboradas

exibicdes de corte (Willis, 1982).

METODOS

Espécie de estudo

Willisornis poecilinotus se distribui na Guiana, Colémbia, Bolivia e no
Brasil (Levey, 1982). O macho possui coloragcdo cinzenta, mancha branca
interescapular, coberteiras das asas, escapulares e terciarias enegrecidas
marginadas com branco, retrizes pretas no centro e na extremidade com
nddoas brancas, iris marrom, bico preto, tarso cinza-azulado e, a fémea possui
partes superiores pardo-ocraceas, garganta esbranquicada, lados da cabeca,
peito e abddbmen cinzentos, lados superiores e flanco tingidos com pardo,
retrizes com barra subterminal preta e extremidade branca (Agne & Pacheco,
2007).

S&o aves seguidoras de formiga de correigcdo que forrageiam sozinhas
ou em pares, até uma altura de quatro metros. Os individuos utilizam como
técnica de forrageio o pouso em galhos de arbustos jovens para a observagao
e captura de artropodes (Willis, 1982). Esta espécie utiliza principalmente areas

abertas com elevada quantidade de serrapilheira (Levey, 1982; Cintra &
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Cancelli, 2008) e, normalmente n&o invade o territorio de outros individuos da

mesma espécie (Willis, 1982).

Area de estudo

O estudo foi realizado na Flona de Caxiuana (1°42’ S, 51° 31' W),
situada nos municipios de Melgaco e Portel, no estado do Para. A Flona possui
area de 200.000 ha, limitada pelo rio Anapu, que forma a baia de Caxiuana
(Silva & Rosario, 2008). O clima, segundo classificacdo de Kdppen, é do tipo
tropical quente e Umido e subtipo climatico “Am”, com duas estacdes distintas,
uma chuvosa no periodo de dezembro a maio, e outra seca, de junho a
novembro. A temperatura média anual do ar € de 26,7 °C, com minima de 22
°C e maxima de 32 °C. A vegetacdo predominante € a floresta de terra firme
com alta diversidade floristica, e as familias mais representativas sé&o
Sapotaceae, Lecythidaceae e Caesalpiniaceae (Lisboa et al., 1997).

Foram selecionados dois ambientes, o sub-bosque florestal sob dossel
continuo, definido por Levey (1988) como uma area de floresta intacta com
dossel denso superior e sem evidéncias de perturbacéo recente e a clareira
natural, como uma éarea do solo, sob a abertura do dossel, delimitada pelas
bases das arvores de dossel que a circundam (Runkle, 1981). Os critérios para
a selecéo das clareiras naturais foram: (i) formacéao recente, inferior a dois anos
nas quais se observava no chédo da floresta copa das arvores caidas com
galhadas (ii) formacao pela queda de arvores oriundas do desenraizamento e
quebra na base do tronco e (iii) foram selecionadas clareiras naturais maiores
que 150 m2 cuja area estimada através da formula da elipse foi de 201 + 43.73

m2 com amplitude de 158 a 250 m? (Brokaw, 1985).
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AVIFAUNA

Em uma parcela de 100 ha na floresta de terra firme, delimitada com
seis trilhas de 1000m separadas a cada 200m, nos selecionamos doze
unidades amostrais (seis clareiras naturais e seis sub-bosque) pareadas a uma
distancia minima de 200m. Os individuos foram monitorados mensalmente no
periodo de novembro de 2010 a outubro de 2011.

Utilizamos redes ornitoldgicas para o registro da abundancia da espécie
porque permite a coleta de sangue e marcacao individual dos espécimes
(Gosler, 2004). Foram utilizadas 10 redes ornitologicas (2,5 x 12 m; malha 36
mm) em cada unidade amostral, as quais foram dispostas em forma de L nas
bordas da clareira para ajustar ao seu tamanho. As bordas foram definidas pela
projecéo vertical das folhas de arvores de dossel adjacente a clareira.

Foi utilizado o método de captura, marcacdo e recaptura (CMR). As
redes foram abertas das 6:00 h as 14:00 h e vistoriadas a cada 45 minutos.
Quatro unidades amostrais (2 clareiras naturais e 2 sub-bosques) foram
monitoradas simultaneamente por dois dias consecutivos. Os individuos
capturados foram identificados com anilhas cedidas pelo Centro de Estudos de
Migracdes de Aves — CEMAVE. Os dados de ambos os dias foram agrupados
para obter um Unico nimero de espécies e individuos, as aves capturados e
marcados no primeiro dia foram contadas apenas uma vez. O esforco amostral
totalizou 23.040 horas-redes.

Foram anotados dados bioldégicos como o sexo, muda e placa de
incubacdo. Os individuos foram mantidos em sacos de algodao, por
aproximadamente 30 minutos para a coleta de sangue e, liberados préximo ao

local de captura.
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DETERMINACAO DOS INDICES DE ESTRESSE OXIDATIVO

Foi coletado 100uL de sangue pelo corte da porcédo distal da unha
armazenada em micro tubos de polipropileno com heparina como
anticoagulante. O plasma foi separado por centrifugacdo a 2000 g por 6
minutos e acondicionado a -2°C (Wills, 1966). Os individuos em processo de
muda, reproducdo e recaptura foram excluidos, pois poderiam influenciar nos
resultados. O estresse foi determinado a partir da raz&o entre o dano oxidativo,
mensurado como substancias reativas ao acido tiobarbitdrico e a capacidade
antioxidante total, com os maiores valores indicando elevado estresse

oxidativo.

Medida do dano oxidativo (TBARS)

A medicdo de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) foi
utilizada para determinar os produtos de peroxidacdo dos lipidios, como o
malondialdeido (MDA), que tem sido utilizado para avaliar o dano oxidativo
(Bonnes et al., 1992; Esterbauer, 1996; Dotan et al., 2004; Dalle-Donne et al.,
2006 , Cohen & Horak, 2010). MDA pode ser medido por espectrofotometria e
por cromatografia liquida de alta eficiéncia apods derivacdo com &cido
tiobarbitlrico (ensaio do TBARS). De maneira sucinta, as lipoproteinas séo
precipitadas da amostra bioldgica, pela adicdo de &cido tricloroacético a 10% e
removidas por centrifugacdo a 2000g por 3 minutos, e adicionado 0.05M de
acido tiobarbiturico 0.67% em sulfato de sodio 2M. A derivagdo do MDA com o
acido tiobarbitdrico é realizada a 90 °C por 30 minutos. O cromégeno resultante

€ extraido em n-butanol e a absorvancia medida em 530nm. Os compostos
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reativos ao acido tiobarbittrico sdo expressos como nmoles MDA/L™, usando
curva de calibragdo, contendo diferentes concentracdes de 1,1,3,3-

tetraethoxypropane (Isaksson et al., 2009).

Medida da capacidade antioxidante total (TAC)

A capacidade antioxidante total do plasma foi determinada pelo método
do TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), a qual reflete os niveis de
antioxidantes micromoleculares circulantes, dentre os quais o &cido Urico,
vitamina A, vitamina C, carotendides. De maneira sucinta, o0 método é baseado
na supressdo da absorvancia medida a 740nm do radical 2,2-azinobis (3-
ethylbenzothiazoline, 6-sulphonate) (ABTS), pelos antioxidantes presentes na
amostra de maneira proporcional a sua concentracdo. Os resultados sé&o
expressos como capacidade antioxidante equivalente ao Trolox (TEAC),
utilizando-se curva de calibragdo contendo diferentes concentracées de Trolox

(Cohen et al., 2007)

ANALISE ESTATISTICA

Para determinar se ha diferenca na abundancia dos individuos de
Willisornis poecilinotus nos dois ambientes foi utilizado o teste do qui-quadrado.
Para testar a normalidade dos dados foi utilizado o teste de Kolmogorov-
Smirnov. A correlagéo entre o TBARS e o TAS foi feita utilizando a correlacdo e
Sperman. A comparagdo dos valores de OS entre os ambientes foi

determinada através da ANOVA de dois critérios.



81

Para determinar os fatores responsaveis pela variacdo dos niveis de OS
nos individuos capturados nos diferentes ambientes foi utilizado o modelo
generalizado misto (GLMM). As variaveis explanatérias foram sexo e local de
amostragem dos individuos. A selecdo do modelo foi baseada na eliminagéo
dos termos nao significantes avaliados pelo método de Wald, os quais foram
reintroduzidos ao final para confirmar a auséncia de contribuicdo no modelo e
checar como eles afetam seu desempenho. Para modelagem, foi usada a
funcdo de erro normal e a identidade para o link entre as diferentes variaveis.
As analises estatisticas foram realizadas com o pacote de software
STATISTICA (versao 7.0, Stat Soft Inc. (2004), Tulsa, EUA). O nivel de

significancia aceito foi de 5%.

Declaracao de ética

As atividades de campo e coleta do sangue foram realizadas com a
autorizacdo concedida pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade-ICMBIo (nr 23343-1).

RESULTADOS

Foram registrados 81 espécimes de Willisornis poecilinotus, sendo 31
machos e 50 fémeas. O numero de individuos capturados em clareiras naturais
foi superior ao sub-bosque (54 e 27, respectivamente; X2=9; gl=1, p<0.05). Os
valores de TAS e TBARS apresentaram correlagédo significativa em clareiras
naturais (r=0,69, t=3.61, p< 0,05; N=16), entretanto esta correlacdo nao foi
registrada no sub-bosque (r=0,03, t=0,11, p=0,91, N=12).

N&o houve variagdo do OS entre os sexos nos individuos presentes nos

dois ambientes (F=0.60, Gl=4, p=0.53) na clareira e macho e fémea (F=0.01,
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GI=7, p=0.9) no sub-bosque. Porém, os individuos presentes nas clareiras
naturais registraram niveis de OS mais elevados (F=16.93, GI=15, p<0.05) do
gue no sub-bosque, indicando que as clareiras naturais atuam como fatores
estressantes para os individuos. A analise do modelo demonstrou que a
variancia de OS (Wald=16,53, p<0,05) foi significativamente explicada pelo

local de amostragem (Figura 1).

20 - —

Estresse oxidativo mM

Figura 1. Estresse oxidativo (média *
desvio padréo) de Willisornis poecilinotus
presentes em clareiras naturais e no sub-
bosque em floresta de terra firme.

DISCUSSAO

As aves podem selecionar o habitat pela estrutura e composicdo da
vegetacdo (Brokaw, 1982; 1985), disponibilidade de recursos alimentares
(Blake & Hoppes, 1986; Martin & Karr, 1986, Levey, 1988) e microclima
(Halle et al., 1978). Nos registramos que os individuos de W. poecilinotus
utilizam preferencialmente as clareiras naturais. Provavelmente a maior
quantidade de serrapilheira pode favorecer a selecdo deste ambiente pela
espécie, a qual utiliza a serrapilheira para camuflagem, reduzindo assim o

risco de predacao (Willis, 1982). De fato estudos realizados por Willis (1982)
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e Cintra e Cancelli (2008) em Manaus relataram a distribuicdo da espécie

em ambientes abertos e ricos em serrapilheira.

Mudancas na estrutura do habitat tém sido associadas ao estresse
oxidativo nas aves por alteracdes na disponibilidade e na qualidade de
recursos (de Crommenacker et al.,, 2011). Os individuos presentes em
clareiras naturais neste estudo registraram niveis de estresse superior ao do
sub-bosque, indicando que esse ambiente atua como fator estressor para a

espécie.

O estresse oxidativo tem sido associado ao custo energético do voo das
aves como relatado em pombos Columba Livia (Costantini et al., 2008) e em
Melopsittacus undulatus (Larcombe et al., 2008). Caracteristicas estruturais
nas clareiras naturais podem aumentar o esfor¢co suplementar de voo tanto
para evitar predadores devido ao aumento da luminosidade neste ambiente
(Schliemann & Bockheim, 2011), bem como maximizar o forrageio em

funcado da elevada disponibilidade de recursos (Blake & Hoppes, 1986).

O sexo néao foi determinante na variagdo do estresse oxidativo entre os
individuos W. poecilinotus. Isso se deve ao fato dos machos nao utilizarem
elaboradas exibicbes para a corte da fémea e nem ornamentacao sexual na
plumagem (Willis, 1982). Além disso, o cuidado biparental da prole (Willis,
1982) favorece a divisdo do investimento energético na criacdo dos filhotes

entre macho e fémea (Wiersma et al., 2004, Costantini, 2008).

Os compostos antioxidantes podem auxiliar o equilibrio redox, o qual

pode ser produzido pelo organismo ou adquiridos na dieta (Costantini, 2008).
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Os valores dos compostos antioxidantes foram correlacionados aos TBARS
em clareiras naturais, indicando que este ambiente pode fornecer recursos
antioxidantes que restabelecem o equilibrio redox. Dentre 0s recursos
predominantes na dieta de W. poecilinotus destaca-se as larvas de
lepidoptera, a qual apresenta elevado nivel antioxidante sendo um recurso
abundante em clareiras naturais (Richards & Coleys, 2007; Eeva et al.,
2010).

Clareiras naturais podem representar habitats especifico para
determinadas espécies de aves insetivoras. A distribuicdo de Willisornis
poecilinotus ocorreu preferencialmente em clareiras provavelmente
resultante da maior abundancia de artrépodes e disponibilidade de poleiros
neste ambiente.

Clareiras naturais constituem estimulos estressores que favorecem o
estresse oxidativo nesta espécie, 0 aumento da atividade fisica resultante do
esforco maior de voos para o forrageio e para evitar a predacao,
contribuiram para aumentar o metabolismo oxidativo. O sexo nao influenciou
na variacdo do estresse, pois fatores como o cuidado biparental e os
machos ndo apresentarem elaboradas exibicbes de corte para a fémea
contribuem para que os individuos nédo registrassem diferencas quanto ao

nivel de estresse.
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CONCLUSOES GERAIS

Clareiras naturais na Amazonia sao fundamentais para interacao entre
aves frugivoras e plantas, representando sitios permanentes e rentaveis de
recursos pela elevada concentracdo de plantas frutificando. Entretanto a
distribuicdo das aves frugivoras em clareiras naturais nas florestas tropicais é
diferenciada, pois clareiras maiores, com area igual ou superior a 150mz2 séo
mais atrativas, principalmente para as espécies que consomem maior

propor¢ao de frutos na dieta, como os frugivoros primarios.

Os individuos de Dixiphia pipra ocorrem preferencialmente em clareiras
e a sua abundéncia esta associada a maior disponibilidade de plantas
frutificando. A maior luminosidade, nimero de machos e plantas frutificando
neste ambiente sugerem que esta espécie utiliza as clareiras naturais para o

estabelecimento das arenas de exibicoes em leques.

A variacdo dos biomarcadores de estresse oxidativo na espécie que
apresenta organizacdo em leques se associou ao sexo e ao ambiente. Nas
clareiras naturais, os machos adultos de Dixiphia pipra apresentam niveis mais
elevados de estresse oxidativo. Dentre os fatores que podem contribuir para o
aumento da geracdo de compostos pro-oxidantes se destaca a maior demanda
metabodlica associada as estratégias de voo, para 0 comportamento de

exibicbes de corte, forrageio, defesa de territorio e para evitar a predacao.

A espécie que nao apresentam organizacdo em leque e, nem utilizam

elaboradas exibicfes para a corte da fémea, o sexo néo influencia na variacéo
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do estresse, porém o ambiente é um fator determinante. Clareiras naturais
constituem estimulos estressores que favorecem o estresse oxidativo nos
individuos de Willisornis poecilinotus, provavelmente devido ao aumento da

atividade fisica resultante do esfor¢co maior de voos neste ambiente.

As aves demonstram padrdes similares de resposta fisiologica
destinada a reduzir os impactos fisiolégicos garantindo a sua sobrevivéncia,
independente do estimulo estressor a que seja submetida. O consumo de
frutos com alto teor de compostos antioxidantes pelos machos de Dixiphia pipra
em clareiras naturais tende, provavelmente, a minimizar os efeitos danosos do
estresse oxidativo e, favorecer a selecdo sexual. Em Willisornis poecilinotus,
dentre os recursos predominantes na dieta destaca-se as larvas de lepidoptera,

recurso com elevado teor de carotenoides e abundante em clareiras naturais.
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RECOMENDACOES PARA ESTUDOS FUTUROS

Clareiras naturais sdo areas que favorecem a interagdo mutualistica
entre plantas e aves frugivoras, principalmente para as espécies mais
dependentes de frutos na sua dieta. Pesquisas adicionais de fatores como
area, luminosidade, idade e estrutura da vegetacdo em diferentes fases dos
mosaicos florestais sdo fundamentais porque alteram a disponibilidade de
recursos, como frutos, flores e insetos e podem influenciar diferentemente a
distribuicdo das aves frugivoras nos mosaicos florestais.

Recomenda-se o uso de um marcador de capacidade antioxidante
sempre associado com um marcador de dano oxidativo. Esta relacdo €
importante para avaliar relacdes funcionais entre os componentes diferentes
gue determinam o estado de redox.

Clareiras naturais podem promover 0 estresse oxidativo nas aves
resultante do esforco de voo no comportamento de forrageio, para evitar
predadores, em exibicdes para as fémeas e defesa de territorio. Entretanto
pesquisas direcionadas para a compreensao de interacOes ecofisioldgicas
entre 0 estresse oxidativo e a distribuicdo dos individuos nos mosaicos
florestais envolvendo processos como: muda, reproducdo, migracao e cuidado
parental sdo fundamentais para entendimento ecoldgico e evolutivo de como os

organismos regulam os niveis de compostos pré-oxidantes e antioxidantes.





