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Resumo
Estabilidade de casais é a base para as teorias sobre diferencas ecologicas
entre areas temperadas e tropicais. Quando o casal protege o territrio por
longo tempo, o sistema territorial e reprodutivo é chamado de monogamia
estavel. Muitas aves socialmente monogamicas realizam coépulas com um
individuo que nao € seu parceiro social, de forma a serem chamadas cépulas
extra-par. O conceito de monogamia foi redefinido devido a aplicacdo de
técnicas moleculares, sendo considerado atualmente como uma complexa
interagdo de conflitos de interesses entre machos e fémeas. A troca na
composicao do casal pode favorecer a aptidao individual, contribuindo para que
o individuo se estabeleca em um local com qualidade superior. Foram obtidos
dados demogréaficos de quase cinco anos de estudo e amostras genéticas de
uma populacéo anilhada de Stymphalornis acutirostris, uma espécie endémica
da Floresta Atlantica e ameacada de extingao do litoral sul do Brasil. Mudancas
na composigao dos casais foram comuns e houve casos de paternidade extra-
par em quatro de 30 filhotes analisados. O indice de sincronismo reprodutivo foi
alto e a taxa de cépula extra-par foi baixa. A alta similaridade genética
encontrada entre todos os adultos, mostra um alto grau de parentesco na
populacdo estudada. O grande numero de mudangcas na composi¢cdo dos
casais contribui para a variabilidade genética, mas pode relacionar-se com a
baixa disponibilidade de alimento e/ou a baixa capacidade reprodutiva. A baixa
taxa de fertilizacdo extra-par contribuiu para seu alto indice de similaridade na
espécie, o que indica reduzida variabilidade genética e consequentemente

implica em preocupacao para sua conservacgao no futuro.



Main Abstract
Pair stability is the base to theories about ecological differences between
tropical and temperate areas. When the couple defends a territory for a long
time, its territorial and reproductive system is denominated as stable
monogamy. Many socially monogamous birds make copulations with individuals
other than its social pair, being named as extra pair copulations. The
monogamy concept was redefined due to the application of molecular
techniques, and currently it is considered as a complex interaction of conflicting
interests between males and females. Changes in couple composition can favor
the individual fitness, contributing for the individual establishment in an area
with superior quality. Demographic data from almost five years and genetic
samples were obtained from a banded population of Stymphalornis acutirostris,
an Atlantic Forest endemic specie restricted to southern Brazil coast and
threatened of extinction. Changes in pair composition were common, with cases
of extra pair paternity in four of 30 nestlings analyzed. The breeding synchrony
index was high and the rate of extra-pair copulations was low. The high
similarity genetic similarity found between all adults sampled a high kinship
degree in the studied population. The great number of changes in pair
composition contributes to the species genetic variability, but could be related to
with low food availability and/or to with low reproductive capacity. The low rate
of extra pair fertilization contributed for the high index of similarity in the specie,
indicating a reduced genetic variability and consequently denoting concern by

its conservation in the future.



Introducao geral

A estabilidade encontrada na formacao de um par durante todo o ano é
comum em populacdes de aves de areas tropicais (e.g. WILLIS & ONIKI 1972,
GREENBERG & GRADWOHL 1986, MORTON et al. 2000, FEDY &
STUTCHBURY 2004). Essa permanéncia de casais continua sendo a base
para as teorias sobre diferencas ecologicas entre aves de areas tropicais e
temperadas (e.g. CODY 1966). Defender uma éarea por um longo periodo é
comum em espécies tropicais (BUSKIRK 1976). Em passeriformes do norte
temperado, esse tipo de comportamento é raro, pois a maioria das espécies
defende o territério somente no periodo reprodutivo (FEDY & STUTCHBURY
2004). Quando o casal protege o territério por um longo tempo, o sistema
territorial e reprodutivo € chamado de monogamia estavel (FREED 1987).
Poucos estudos foram realizados sobre composicao de casais com a avifauna ,
limitando-se a algumas espécies especialmente na América Central (e.g.
WILLIS 1967, 1972, GREENBERG & GRADWOHL 1985, 1986, FEDY &
STUTCHBURY 2004), e essa caréncia possivelmente refere-se a dificuldade
em realizar monitoramentos de longo prazo.

Um dos fatores que influenciam na estrutura genética das populacdes é
a relacdo de parentesco entre os individuos de uma populagao natural (MINO
2006). Aspectos da biologia das espécies podem ser esclarecidos com estudos
de parentesco, como por exemplo o comportamento reprodutivo (MINO 2006).
A aplicacdo recente da genética molecular a investigacdo dos sistemas de
acasalamento e parentesco entre individuos tem fornecido grande quantidade
de informacdes acerca da biologia de muitos organismos (KEMPENAERS et al.

1992, MINO 2006, BROMMER et al. 2007).



Muitas aves socialmente monogamicas realizam cépulas com um
individuo que nao é o seu parceiro social, chamadas cépulas extra-par (CEP)
(GRIFFITH et al. 2002). Consequentemente, a prole pode conter tanto filhotes
do par social (FPS) e filhotes extra-par (FEP) (GRIFFITH et al. 2002). Desde o
desenvolvimento de ferramentas moleculares necessarias para atribuir a prole
aos seus pais, a quantificacdo do FEP tem sido fundamental no estudo da
dindmica do acasalamento (GRIFFITH et al. 2002, WESTNEAT & STEWART
2003).

Devido a necessidade de explorar repeticoes de microssatélites sem
utilizar o sequenciamento de DNA, foi desenvolvido um método denominado
Sequéncias Internas Simples Repetidas (ISSR) (ZIETKIEWICZ et al. 1994). O
principio da técnica é baseado na Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e
envolve amplificacdo de segmentos de DNA entre duas regides repetidas
invertidas de microssatélite (GODWIN et al. 1997). Sequéncias Internas
Simples Repetidas é uma técnica simples, rapida e eficiente e devido ao uso de
primers longos, os produtos amplificaveis apresentam alta reprodutibilidade
(BORNET & BRANCHARD 2001, REDDY et al. 2002).

Por causa da abundéncia de regides repetidas invertidas de
microssatélites no genoma, o ISSR tem sido muito utilizado para estudar
relacbes entre duas populacées muito proximas (HUANG & SUN 2000,
DESHPANDE et al. 2001), como em estudos de genética de populagcdes
(GUPTA et al. 1994), na avaliacdo da variabilidade genética em melhoramento
de plantas (MCGREGOR et al. 2000) na deteccao de hibridizacdo em aves,
répteis e plantas (WOLFE et al. 1998, WINK et al. 2001, DIETZEN et al. 2007)

e na verificacao de parentesco em aves (HAIG et al. 2003).



Stymphalornis acutirostris (Figura 1) € descrito como socialmente
monogamico, embora essa informagdo baseia-se apenas em observagdes
comportamentais em campo (REINERT 2008). O acompanhamento da
composicao de casais de parcela da populacdo na baia de Guaratuba,
estudada em duas estagdes reprodutivas (REINERT 2008), possibilitou o

conhecimento dos individuos presentes no sitio de estudo, facilitando a coleta

de amostras de material genético das familias completas.

Figura 1. Casal de bicudinhos-do-brejo (Stymphalornis acutirostris) (macho a

esquerda), baia de Guaratuba, litoral sul do Parana. Fotos: Ricardo Belmonte-Lopes.

No presente estudo, foi analisado o sistema de acasalamento de S.
acutirostris em uma parcela da populagcdo da espécie na baia de Guaratuba,
litoral sul do Parana (Figura 2), utilizando marcadores moleculares. Caso o
parentesco entre os ninhegos esteja dentro do valor tedrico esperado para
irmaos-completos, a hipétese de monogamia genética sera confirmada.
Entretanto, se esses valores diferirem significativamente do esperado para
individuos relacionados em primeiro grau, a hipétese de monogamia genética
nao sera corroborada, e outras causas para explicar os valores observados

devem ser consideradas (MINO 2006).



Figura 2. Localizagdo das areas de estudo, municipio de Guaratuba, litoral sul do
Parana, Brasil. A = “Continente”, B = ilha do Jundiaquara e C = ilha da Folharada.

Imagem Orbital de 2003 obtida do Google Earth. Figura extraida de CORREA 2011.

Familia Thamnophilidae

A familia Thamnophilidae foi outrora considerada como uma subfamilia,
Thamnophilinae, dentro de uma grande familia Formicariidae (e.g. MEYER DE
SCHAUENSEE 1970). Mas devido ao reconhecimento de diferencas na
estrutura do esterno, siringe e analises de hibridizagdes de DNA (SIBLEY &
AHLQUIST 1983, RICE 2005), Thamnophilidae foi separada de Formicariidae
(SIBLEY & AHLQUIST 1990, ZIMMER & ISLER 2003). Espécies dessa familia
ocorrem desde o nordeste do México (CLEMENTS & SHANY 2001) até o sul
da Argentina (RIDGELY & TUDOR 1994), sendo mais diversificadas nas terras

baixas da regido amazb6nica (ZIMMER & ISLER 2003), onde podem ser



encontradas até 50 espécies na mesma area (RIDGELY & TUDOR 1994,
ISLER et al. 1998, ZIMMER & ISLER 2003).

Morfologicamente, as aves dessa familia mostram variagdo consideravel
no tamanho e padrdes e cores de plumagem, com dimorfismo sexual em
muitas espécies, enquanto a variacdo em forma é mais restrita (RIDGELY &
TUDOR 1994, SKUTCH 1996, IRESTEDT et al. 2004, REINERT 2008).

Em geral, os Thamnophilidae sao florestais, ndo se ajustam a ambientes
muito degradados e relutam em cruzar areas abertas como rios ou até mesmo
estradas, que podem atuar como barreiras a sua dispersdao (SICK 1997,
ZIMMER & ISLER 2003). Muitas espécies formam pares por toda a vida,
defendendo territérios ao longo do ano (ZIMMER & ISLER 2003).

A espécie

Stymphalornis acutirostris Bornschein, Reinert & Teixeira 1995
apresenta dimorfismo sexual, sendo o macho cinza-anegrado no ventre
(REINERT & BORNSCHEIN 1996) e a fémea cinza-anegrada com maculas
brancas (BORNSCHEIN et al. 1995) (Figura 1).

Ocorre em ambientes denominados como Formagdo Pioneira de
Influéncia Fluviomarinha e/ou Lacustre (sensu VELOSO et al. 1991, IBGE
1992, REINERT et al. 2007) em areas abertas e alagadas com vegetacao
predominantemente herbacea (BORNSCHEIN et al. 1995, REINERT et al.
2007), onde alimenta-se de pequenos artrépodes (REINERT 2001, REINERT
et al. 2007, REINERT 2008). Em patrticular, S. acutirostris (bicudinho-do-brejo)
€ restrito a planicie litoranea entre a baia de Antonina, no Parana, e o rio
ltapocu, em Santa Catarina, sul do Brasil, e nesse intervalo ocorre oito

populacées isoladas (REINERT et al 2007). A espécie esta entre as aves com



menor distribuicdo global, habitando uma area total de 6.060 ha (REINERT et
al. 2007), e é considerada ameacgada de extincao globalmente na categoria “em
perigo” (endangered) (critérios da Unido Internacional para Conservagédo da
Natureza - UICN; BIRDLIFE INTERNATIONAL 2010).

Informacdes sobre a ecologia e comportamento de S. acutirostris foram
obtidas por REINERT (2008) ao monitorar 14 casais ao longo de duas estacdes
reprodutivas na baia de Guaratuba, Parana. A espécie vive em sistema
monogamico (REINERT 2008), como quase todos os Thamnophilidae
estudados (RIDGELY & TUDOR 1994, SKUTCH 1996, ZIMMER & ISLER
2003, STUTCHBURY et al. 2005). O casal se reveza tanto nas atividades de
construcao quanto de incubacao e cuidado com a prole, entretanto, o0 macho
costuma visitar mais o ninho durante a constru¢do e incubagédo e a fémea é
mais presente no periodo da alimentacdo dos ninhegos (REINERT 2008). Seu
territério € defendido ao longo do ano, sendo mantido no mesmo lugar mesmo
com a mudanga na constituicdo do casal (REINERT 2008). Em um estudo
prévio da dinamica da constituicdo de casais, foi registrado o desaparecimento
de ambos os membros de um casal, o abandono do ninho por um dos
individuos e até mesmo uma fémea permanecendo ao longo de 60 dias com
dois machos ao mesmo tempo (REINERT 2008). Essas informacgdes instigaram
a realizacdo do presente estudo, que forneceu novos dados, no campo do
comportamento e da genética, que serdo utilizados como ferramenta para a

consolidacédo da conservacao da espécie.
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Resumo

Dados demograficos de quase cinco anos de estudo em uma populacao
anilhada mostraram que mudancas na composi¢cao dos casais sdo comuns em
bicudinhos-do-brejo (Stymphalornis acutirostris), uma espécie endémica da
Floresta Atlantica e ameagada de extingdo. Foram monitorados 64 casais desta
espécie, observando as mudancas de parceiros no estuario da baia de
Guaratuba, Parand, Brasil. Foram observadas 29 mudancas na composicao
dos casais, sendo 10 no periodo reprodutivo. Essas mudancas se deram por
trés razbes: desaparecimento, divorcio e morte. A maior parte das aves que
substituiram os parceiros era vagante, sem anilha. O tempo médio de
substituicdo foi de 13,4 + 18,82 dias, sendo o evento mais rdpido, o de um
macho que substituiu sua fémea um dia ap6s ela desaparecer. Nao foi
encontrada relagéo significativa entre o niumero de vizinhos e a taxa na troca
de parceiros. Essa troca na composicao do casal pode favorecer a aptidao
individual, assim como a troca de territrio pode contribuir para que o individuo
se estabeleca em um local com qualidade superior. O grande numero de
mudancas na composicdo dos casais, pode portanto evidenciar a
homogeneidade do ambiente e consequentemente a parca disponibilidade de
recursos, fragilizando o status de conservacao da espécie.

Palavras-chave: Aves tropicais; sul do Brasil; mudancas de parceiros; divorcio.
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Abstract

Demographic data from an almost five years study with a banded population of
the Marsh Antwren (Stymphalornis acutirostris) showed that changes in pair
composition are common in this Atlantic Forest endemic species threatened of
extinction. Sixty four couples of the species were monitored to access the
occurrence of mate change in the estuaries of the Guaratuba Bay, Parana
state, Brazil. Were observed 29 changes in the pair composition, of which 10
occurred in the reproductive season. These changes occurred due to three
reasons: disappearance of one couple member, divorce, and death. Most of the
birds that replaced a pair member were floaters, non banded. The mean time
for substitution 13.4 + 18.82 days, with the fastest event occurring with one
male that had its female replaced only one day after his disappearance. There
were no significant relationship between the number of neighbor territories and
the numbers of mate change. These changes in pair composition can favor the
individual fitness, as well as territory change can contribute to the individual
settling in a place with superior characteristics. The great number of mate
changes can evidences the environmental homogeneity and the small
availability of resources, handicapping the species conservation status.

Key-words: Neotropical birds; southern Brazil; mate change; divorce.
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Introducao

A estabilidade nas populacdes é a base para as teorias sobre diferencas
ecolégicas entre as aves de zonas tropicais e temperadas (e.g. CODY 1966).
Associacoes de longo prazo nos casais ocorrem frequentemente em éareas
tropicais (KUNKEL 1974), mas sdo quase ausentes em aves de dreas
temperadas (MORTON et al. 2000). No Panama e sul da Africa, 65%
(MORTON 1980) e 40% (ROWAN 1966) dos Passeriformes insetivoros,
respectivamente, estabelecem pares e territérios de longo prazo. Acredita-se
que essa estabilidade acontece porque areas tropicais possuem temperaturas
mais constantes durante o ano, sendo climaticamente menos sazonais do que
florestas de temperaturas latitudinais (GREENBERG & GRADWOHL 1986).

As taxas de substituicdo dos pares variam entre as espécies (BROWN
1969, MORTON 1977, LEVIN 1996, MORTON et al. 2000). Em alguns estudos,
em 24 h houve a substituicdo do individuo do casal que foi removido (LEVIN
1996, MORTON et al. 2000). Em algumas espécies, as taxas de substituicao
sdo mais lentas, sugerindo que o ambiente do territorio interfere na velocidade
dessa troca, pois vagantes e vizinhos podem ter mais dificuldade para
acessarem a area (e.g. FEDY & STUTCHBURY 2004). MORTON et al. (2000),
ao estudarem Cercomacra tyrannina, observaram que essa espécie vive em
um sistema reprodutivo onde os individuos estdo sempre pareados, mas
podem abandonar seu territério para ir a outro melhor. Locais com maior
disponibilidade de alimento na estacdo seca impulsionaram a mudanca de
territério em Myrmeciza longipes (FEDY & STUTCHBURY 2004).

O bicudinho-do-brejo (Stymphalornis acutirostris) € um Thamnophilidae

ameagado de extincdo na categoria “em perigo” (BIRDLIFE INTERNACIONAL
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2010). A espécie possui dimorfismo sexual, € socialmente monogamica,
defende seu territério ao longo de todo o ano e pode permanecer com 0O
mesmo parceiro por muitos anos (REINERT 2008).

Considerando a necessidade de estudos que enfoquem o
comportamento de casais de aves da fauna brasileira, uma parcela de uma
populacdo de S. acutirostris em Guaratuba, Parana, foi monitorada ao longo de
quase cinco anos. O objetivo geral desse trabalho foi determinar se sao
comuns mudancas em pares de S. acutirostris, assim como inferir sobre
causas da mudanca, tempo de substituicdo e origem dos individuos que

substituem, entre outras relagdes.

Métodos
Area de estudo

Os trabalhos de campo foram realizados em areas com influéncia das
marés no interior da baia de Guaratuba, municipio de Guaratuba, litoral sul do
Parana, a saber: ilha da Folharada, 25°52°00”S, 48°43°'26”"W (15,7 ha); ilha do
Jundiaquara, 25°52°25.23"S, 48°45°31.97"W (11,6 ha); e margem esquerda do
rio S&do Jodo na confluéncia com o rio Claro, doravante “Continente”,
25°52'26"S, 48°45'41”W (8,2 ha). O clima, segundo Koeppen, € mesotérmicos
temperado do tipo Af(t), chuvoso tropical sempre Umido, com abundante
precipitacdo no verao (SEMA 2006). Os tipos vegetacionais presentes nas
areas de estudo sdo classificados como Formacdes Pioneiras de Influéncia
Fluviomarinha e/ou Lacustre, predominantemente herbaceos e inundaveis
(REINERT et al. 2007). As coletas de dados foram realizadas entre janeiro de

2006 e outubro de 2010. Nos trés primeiros anos de estudo, durante as
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estacdes reprodutivas de Stymphalornis acutirostris os trabalhos de campo
foram praticamente diarios durante seis meses em cada ano. Fora desses
periodos, foram realizadas expedicdes mensais com cerca de sete dias de

duracao cada, totalizando 40. O tempo total de observacdes perfez 4.700 h.

Espécie em estudo

Stymphalornis acutirostris (bicudinho-do-brejo) € membro da grande
familia Thamnophilidae, que distribui-se amplamente pela regiao Neotropical
(ZIMMER & ISLER 2003). Apresenta dimorfismo sexual e pesa em média 10 g,
sendo o0 macho um pouco mais pesado e maior que a fémea em quase todas
as medidas (REINERT 2008). Distribui em oito populagdes isoladas, que
ocorrem desde a baia de Antonina, no Parana, ao rio Itapocu, em Santa
Catarina (REINERT et al. 2007). Os ambientes ocupados por ela distinguem-se
em herbaceo e herbaceo com estrato superior arbéreo (REINERT et al. 2007).
E globalmente ameacada de extingcdo na categoria “em perigo” (BIRDLIFE
INTERNATIONAL 2010).

Os casais sao socialmente monogamicos e defendem seus territérios ao
longo do ano, prolongando-se o periodo reprodutivo da espécie de agosto a
fevereiro. Os ninhos sao do tipo cesto, podendo ser encontrados fixados em
alturas entre 0,28 a 2,2 m sobre o solo. Ambos os individuos do casal
constroem ninho, incubam ovos e alimentam filhotes. A espécie apresenta
baixo sucesso reprodutivo e baixa taxa de mortalidade nos adultos (REINERT

2008).
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Comportamento do casal

Os locais de estudo foram demarcados com estacas numeradas
distanciadas entre si por 25 m.

As aves foram capturadas com redes ornitolégicas e marcadas com
anilhas metalicas fornecidas pelo Centro de Pesquisa para a Conservagao de
Aves Silvestres (CEMAVE/IBAMA) e coloridas, em uma combinacao Unica de
cores para permitir 0 reconhecimento individual mediante observagao. Os
territérios foram visitados mensalmente, sendo os casais acompanhados pelo
menos por uma hora em cada encontro.

Cada individuo marcado recebeu uma sigla que passara a ser citada ao
longo do texto. Individuos machos receberam a sigla M e fémeas a sigla F,
individuos anilhados em anos anteriores a este estudo e recapturados no
presente receberam a sigla A ap6s a numeracao individual e a sigla Fi foi dada
aos filhotes. Cada casal constituido nas trés areas de estudo também recebeu
numeracao sequencial e para diferenciar essas areas utilizou-se a sigla F para
ilha da Folharada e C para o Continente, logo apés o algarismo arabico. Foram
considerados como pares estaveis aqueles que permaneceram unidos por
mais de um més. Foram considerados como divorcios casos aonde um
individuo estava pareado com uma ave e trocou esta por outra ou se tornou
vagante.

Para saber o tempo de substituicdo, foram considerados apenas 0s
casais que se conhecia a data do desaparecimento de um dos membros e que
foram monitorados diariamente até este ser substituido.

Os limites e o numero de vizinhos foram confirmados pelo

acompanhamento do casal, disputas territoriais e respostas a playback. Foram
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considerados como vizinhos os casais que ficaram em um territério por mais de
seis meses. Como o numero de vizinhos nao foi fixo durante o periodo de
estudo, foi realizado uma média para obter esse dado.

Dados foram analisados usando o software R versdao 2.13.0. Foram
apresentados a média e o desvio padrao de todas as medidas. A diferenga na
quantidade de trocas de parceiros foi analisada para verificar se ha diferenca
em relagdo ao sexo pelo teste Qui-Quadrado. Para P < 0,05, os dados foram

considerados como significativos.

Resultados

No periodo de estudo foram monitorados 64 casais, envolvendo 93
individuos (44 machos e 48 fémeas). O estudo iniciou em janeiro de 2006 com
o monitoramento de 15 casais ao ano e finalizou em outubro de 2010 com 33
casais ao ano (Tabela 1). O numero maximo de casais monitorados foi 33, de
setembro e outubro de 2010, e o minimo foi 11, de maio a agosto de 2008.

Observaram-se 29 mudancas na composicao dos casais, das quais 10
ocorreram no periodo reprodutivo. Em 13 mudangas, quem foi substituido foi o
macho e em 16, a fémea. Um macho mudou trés vezes de fémea, dois machos
tiveram cada qual trés fémeas e 13 machos tiveram, cada qual, duas fémeas,
mas nunca simultaneamente. Doze fémeas tiveram mais de um parceiro: uma
fémea se pareou com quatro machos, um de cada vez, uma fémea teve trés
machos (por c. dois meses, dois ao mesmo tempo) e 10 fémeas tiveram, cada
qual, dois machos, um de cada vez. Nao houve diferenca significativa na
quantidade de trocas de parceiros em relacdo ao sexo (X2 = 4,09; gl = 3; P>

0,05) (Figura 1).
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Tabela 1. Numero de casais, machos, fémeas e mudangas na composicdo em
Stymphalornis acutirostris monitorados durante o periodo de estudo no estuario da

baia de Guaratuba, Guaratuba, Parana, Brasil.

Ano Numero de casais Numero de Numero de  Mudancas na

machos fémeas composicao
de casais
2006 17 15 16 3
2007 16 15 15 3
2008 20 19 16 4
2009 41 35 39 8
2010 43 36 37 11

Avaliou-se a quantidade de vizinhos como eventual fator de influéncia no
namero de mudancgas na composicao de casais por territério ao logo do tempo,
uma vez que os territérios mantém-se estaveis a despeito dessas mudancas
(REINERT 2008), mas nao foi encontrada nenhuma relagdo quanto a isto
(Figura 2). O numero de vizinhos variou de um a cinco, sendo que nesses dois
casos extremos observou-se apenas uma mudanga na composi¢cao de casais.
A taxa de substituicao variou pouco entre os territérios.

A mudancga na composicao de casais se deu por uma das trés razdes:
desaparecimento, divércio e morte (Tabela 2). Em 18 casos (11 fémeas e sete
machos), um dos membros do casal desapareceu (sem causa conhecida).
Essas aves nao foram mais observadas durante o periodo de estudo. Oito
casais mudaram sua composicao devido a divércio, onde um dos individuos
abandonou seu territério e constituiu casal em outro local ou foi observado
vagando em outra area. Foram considerados trés casos de morte: um macho
(M9A) e duas fémeas (F25 e F148). O macho M9A e a fémea F148 sumiram e

em ocasioes diferentes, ele foi visto com um dos pés muito machucado e ela
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com aparéncia moribunda. A fémea F25 foi observada também com a perna
muito machucada, quando foi capturada e morreu na rede ornitolégica. Dois
casais (casal 18 e 4F) sumiram nos meses de abril de 2008 e setembro de

2009, respectivamente, ndo sendo mais vistos durante o periodo de estudo.

M38A' F17°
M1 F50¢
M44 F49
M10 F16
MOA F23
MFig’ F175
M45 F67
M123 F18
M4 ——— F117
M122 F25
M65 F182
MFi17 F185
M120 %F 166
M126 FFi11°
M125 F167
M143 F127
MFi35 F164
MBA F186
M159 F124
M9 F144
M137 F188
M155 F11A
M192 F21
M134 F156
M149 F165
M168 F154
F133
F148
F163
F169
F172

Figura 1. Mudancas na composicdo de casais de Stymphalornis acutirostris
observadas entre 2006 e 2010 no estuario da baia de Guaratuba, Guaratuba, Parana.
Cada ligacao entre os pontos representa a composicao de um casal. Cada codigo
representa um individuo, sendo os machos representados na esquerda e fémeas na

direita. ' “A” = individuo marcado em anos anteriores ao periodo supra indicado; 2 “17”
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= ndmero do individuo; 3 “M” = macho; * “F” = fémea; ° “MFi” = macho marcado ainda

filhote; ® “FFi” = fémea marcada ainda filhote.

w
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n
Il

0 \ \ \ \ \ \
0 05 1 15 2 25 3 35

Numero de mudangas em membros do casal por territdriol
Figura 2. Numero de mudancas na composicdo de casais em Stymphalornis
acutirostris por territério entre 2006 e 2010 em relagdo ao nimero de territdrios vizinhos na

baia de Guaratuba, Guaratuba, Parana.

Tabela 2. Causas das mudangas nas composicdes de casais em Stymphalornis

acutirostris no estuario da baia de Guaratuba, Guaratuba, Parana.

Causa Macho Fémea
Desaparecimento 7 11
Divorcio 5 3
Morte 1 2
Total 13 16

Dos 35 individuos de ambos o0s sexos que substituiram um membro do
par formando os novos casais, 17 eram anilhados e compunham casal em
outro territério e 18 eram vagantes (individuos sem anilha de origem

desconhecida). Um desses vagantes era um macho (Fi8), filho do casal 15, que
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se pareou com a fémea F50 apds o macho M38A, que tinha pelo menos 13
anos de vida, té-la abandonado. Em todos os casais onde um dos membros
desapareceu, divorciou-se ou morreu (n = 21), houve substituicdo. Trinta e trés
casais (51,56%) ndao mudaram sua composicdo no periodo em que foram
monitorados.

Nos casais que foram monitorados diariamente ap6s a perda de um
membro (n = 5), o tempo médio de substituicdo foi de 13,4 £ 18,82 dias, sendo
em todos a fémea a ser substituida (Figura 3). A substituicdo mais rapida foi
realizada no territério do macho do casal 3 (M38A), que foi visto no dia 16 de
novembro de 2006 pareado com a fémea F23 e, apds esta sumir, estava
pareado com a fémea F50 no dia 18 do mesmo més. O macho M4 foi o que
mais demorou para substituir a fémea F25 apés ela morrer. Apés 41 dias uma
fémea jovem (FFi11), com dois meses de idade, apareceu no seu territorio,
mas era frequentemente expulsa e ficou apenas quatro dias. Um dia ap6s a
saida da fémea jovem do territério, uma fémea sem anilha se pareou com o

macho M4, compondo um novo casal (casal 17).

100 -

Frequénaoa cumulativa (%)

3 10 13 20 235 Kl 33 40 43 3
Tempo de substusgso (dias)

Figura 3. Tempo de substituicio de um dos membros do casal em Stymphalornis

acutirostris apds perda no estuario da baia de Guaratuba, Guaratuba, Parana.

26



Discussao
Dos 64 casais monitorados de S. acutirostris, mais de 50% mantiveram-

se estaveis, proporcao similar a registrada em outras espécies da familia
Thamnophilidae. DUCA et al. (2006), em estudo de cinco anos no sudeste
brasileiro com espécies de Thamnophilidae, obtiveram que dos cinco casais
monitorados de Dysithamnus mentalis, 60% mantiveram-se estaveis e em
Thamnophilus caerulescens, de oito casais 25% permanecerem 0S mesmos,
entretanto, em Pyriglena leucoptera, dos quatro casais monitorados 100%
permaneceram estaveis. FEDY & STUTCHBURY (2004) no Panama,
observaram que de 48 casais de Myrmeciza longipes, aproximadamente 50%
dos individuos de ambos os sexos de mudaram de territério ou morreram. Sem
fornecer informacées comparaveis a cerca da proporcdo de mudangas dos
pares e ou territorios, existem mais outros dois trabalhos realizados também no
Panama. Em Myrmotherula fulviventris, os adultos monitorados ocasionalmente
mudaram para territérios vizinhos (GREENBERG & GRADWOHL 1997) e em
Cercomacra tyrannina, MORTON et al. (2000) observaram que machos e
fémeas mudaram de territdério e trocaram seus parceiros. A mudanga na
composi¢do de casais também ja foi documentada para outras familias de
Passeriformes. Em um estudo realizado em uma area de manguezal na costa
tropical da Venezuela, quatro espécies (Conirostrum bicolor, Certhiaxis
cinnamomea, Lepidocolaptes souleyeti e Fluvicola pica) ndao mantiveram a
composicao inicial de todos os casais monitorados (LEFEBVRE et al. 1992).
RAMSAY et al. (2000), ao monitorarem 44 pares de Parus atricapillus em
Ontario, Canada, observaram que 77,6% permaneceram estaveis em oito anos
de estudo. DUCA & MARINI (2005), ao acompanharem durante trés estacdes

uma populacao de Basileuterus flaveolos no sudeste do Brasil, observaram que
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em seis casais monitorados 66,6% permaneceram os mesmos. De modo geral,
as trocas de par e de territério sdo comuns em passeriformes, e S. acutirostris
nao foge a regra.

Trinta e quatro por cento das mudancas de parceiros em S. acutirostris
ocorreram no periodo reprodutivo. Em P. atricapillus, as mudangas que
ocorreram no periodo reprodutivo foram antes da fémea iniciar a incubacgéo,
quando ela estava em atividade de constru¢ao de ninho (RAMSAY et al. 2000),
tal qual observado em S. acutirostris. As mudancgas de parceiros que ocorrem
fora da estacao reprodutiva podem ser compreendidas pela necessidade de
ajuda na defesa do territério e também pela possibilidade de que o casal se
mantenha junto no periodo reprodutivo (FEDY & STUTCHBURY 2004). A troca
de territdrio fora do periodo reprodutivo pode funcionar também para explorar o
sitio reprodutivo para o proximo ano (LEFEBVRE et al. 1992). Portanto, as
trocas de par e territério podem ocorrer em qualquer época do ano em
Passeriformes de modo geral.

Nao foi significativo o nimero de mudancas na composicdo dos casais
em relagcdo ao sexo em S. acutirostris, assim como o0 observado para outros
Thamnophilidae. Machos e fémeas trocaram de par proporcionalmente em C.
tyrannina  (MORTON et al. 2000), em Myrmeciza longipes (FEDY &
STUTCHBURY 2004) e em Myrmotherula fulviventris (GREENBERG &
GRADWOHL 1997).

Foram observadas trés razGes que causaram substituicbes em M.
longipes: morte, mudanca para um novo territério ou abandono temporario do
comportamento territorial por um individuo que se tornou vagante (FEDY &

STUTCHBURY 2004). O abandono do comportamento de defesa de territério
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nao foi registrado em S. acutirostris. Em C. tyrannina, os pesquisadores
usaram o termo desaparecer para causas Como morte ou emigragao,
observados nos casais que eles monitoraram durante oito anos (MORTON et
al. 2000). Em dois casos com C. tyrannina, um macho e uma fémea se
moveram para diferentes territorios, sendo substituidos por outros individuos
(GORRELL et al. 2005). Individuos de Myrmotherula fulviventris podem se
mover para novos territérios (GREENBERG & GRADWOHL 1997). Em M.
longipes foi observado um macho ser morto por uma jaguatirica (Leopardis
pardalis) e a fémea logo arrumou um novo parceiro (STUTCHBURY et al.
2005). Também existem artigos que descrevem as causas das substituicdes
nos pares em outras familias de Passeriformes. As causas das substituicbes
observadas em Lepidocolaptes souleyeti foram desaparecimento ou abandono
do territério (LEFEBVRE et al. 1992). Vinte e dois por cento dos casos
estudados de P. atricapillus foram de divércios (RAMSAY et al. 2000). Em 10
casos, a fémea abandonou seu parceiro € em um, morreu o parceiro de uma
fémea e esta se pareou com um macho cuja parceira ainda estava viva
(RAMSAY et al. 2000). RAMSAY et al. (2000) sugeriram que o divércio em P.
atricapillus é uma estratégia da fémea, ao contrario do observado em S.
acutirostris, pois foi 0 macho o que mais divorciou. Concluiu-se que o divércio é
uma técnica individual, tanto de machos como de fémeas, para maximizar a
aptidao (COULSON 1972, ROWLEY 1983).

Foi acompanhado apenas o tempo de substituicdo de fémeas em S.
acutirostris. Em C. tyrannina, machos e fémeas foram substituidos com
frequéncia e velocidade igual. Machos foram substituidos em média 9,6 + 2,9 h

e fémeas 12,6 = 3,08 h (MORTON et al. 2000). Em um estudo de remocéao
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experimental com M. longipes, a média do tempo de substituicdo dos machos
foi de aproximadamente dois dias, variando bastante entre os diferentes
individuos e territérios. Apenas duas fémeas removidas foram substituidas em
2 e 18 h apéds a remocéo (FEDY & STUTCHBURY 2004). Um macho de M.
longipes que estava com radiotransmissor foi morto e sua fémea arrumou um
novo macho em quatro dias (STUTCHBURY et al. 2005).

A maioria das aves que substituiram os parceiros que mudaram em S.
acutirostris era vagante, de maneira similar ao ocorrido em M. longipes (FEDY
& STUTCHBURY 2004) e diferente de C. tyrannina, aonde a maioria das aves
era marcada, 0 que sugere que vagantes sdo raros nesta ultima espécie
(MORTON et al. 2000). Frequentemente aves jovens substituem um membro
desaparecido do casal (e.g. WILLIS 1972, PICMAN 1987, GREENBERG &
GRADWOHL 1997, GORRELL et al. 2005). Normalmente estes individuos tém
de seis a doze meses de idade (WILLIS 1972). Em alguns casos, fémeas com
menos de seis meses de idade séo cortejadas e alimentadas por machos sem
pares, mas nao formam casais permanentes, como o observado por WILLIS
(1972) em Hylophylax naevioide. Em S. acutirostris, foi observado uma fémea
muito jovem ficar quatro dias no territério de um macho solitario, mas ao
contrario do comportamento descrito por WILLIS (1972), ela ndo foi nem
cortejada, nem alimentada, mas expulsa em diversas ocasides. GREENBERG
& GRADWOHL (1997) observaram que aves mais velhas sdo menos
propensas a largar seu territério do que as mais jovens. Entretanto, em S.
acutirostris, registrou-se um macho com pelo menos13 anos abandonar seu

territério e sua fémea.
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A estabilidade encontrada em aves tropicais pode estar relacionada com
a estabilidade do habitat (GREENBERG & GRADWOHL 1986). As mudangas
territoriais podem ser impulsionadas para um territorio onde a sobrevivéncia do
adulto seja reforcada por uma maior disponibilidade de alimento na estacéo
seca (FEDY & STUTCHBURY 2004). Em S. acutirostris, uma ave sub-tropical,
a troca na composicdo de casais também pode ser impulsionada para um
territério onde a qualidade do habitat seja superior, assim aumentando a
aptidao individual.

O grande numero de mudancas na composicdo de casais pode,
evidenciar baixa disponibilidade de recursos, como baixa capacidade de gerar
filhotes no territério, embora esses fatores ndo tenham sido analisados.
Independente de qual ou quais sejam as razdes, elas elevam a variabilidade

genética da espécie.
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Resumo

Cépulas extra-par tem sido documentadas para muitas familias de aves
socialmente monogamicas. Estudos relacionam positivamente a variacao
encontrada nas taxas de paternidade extra-par com o sincronismo na fertilidade
das fémeas. Através da analise com o0 método de sequéncias internas simples
repetidas (ISSR) utilizando nove primers, foi encontrado em Stymphalornis
acutirostris, uma espécie endémica da Floresta Atlantica e ameacada de
extincdo, casos de paternidade extra-par em quatro de 30 filhotes analisados.
Em um dos casos de paternidade extra-par, nasceram dois filhotes e apenas
um era geneticamente compativel com o macho social. Foi analisado um
macho que teve dois filhotes com uma fémea que nao era a de seu par social.
A frequéncia de filhotes extra-par ndo esta positivamente relacionada com o
indice de sincronismo reprodutivo nesta espécie, pois esta apresenta baixa
taxa de paternidade extra-par e alto indice de sincronismo. A similaridade
encontrada entre todos os adultos, mostra um alto grau de parentesco na
populacdo estudada. Nenhum pai genético teve filhote extra-par em territério
adjacente ao seu. Ao relacionar os dados encontrados no presente estudo,
conclui-se que a baixa taxa de fertilizacao extra-par aliado ao alto indice de
similaridade genética encontrado para S. acutirostris sao evidéncias de que o
status de conservagao é preocupante, pois a tendencia parece ser o caminho

para consanguinidade.

Palavras-chaves: paternidade extra-par; sincronismo reprodutivo; similaridade

genética; monogamia.
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Abstract

Extra-pair copulation has been documented in several socially monogamous
bird families. Studies related positively the variation in the rates of extra-pair
paternity with reproduction synchronicity. The Marsh Antwren (Stymphalornis
acutirostris) is an Atlantic Forest endemic threatened of extinction, in which
were found cases of extra-pair copulation in 4 of 30 nestlings analyzed. In one
case, two nestlings were born and only one was genetically compatible with the
social male. In another case one male had two nestlings without his social
partner. The frequency of extra-pair copulations is not correlated positively with
the index of reproductive synchronicity in the species as it presents low rates of
extra-pair paternity and a high index of synchronicity. The similarity found
between all the adults’ shows a high parentage degree in the studied
population. None of the genetic progenitors had an extra-pair offspring at an
adjacent territory. Observing the data obtained by the present study is possible
to conclude that the low rate of extra-pair fertilization coupled with the high
similarity index found between the individuals of S. acutirostris are evidences
that the species conservation status is something to worry about, since the

tendency in the species seems to be the path to consanguinity.

Key-words: extra-pair paternity; reproductive synchronism; genetic similarity;

monogamy.
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Introducao

Cépulas entre individuos que ndo sejam parceiros sociais sdo chamadas
copulas extra-par (CEP) (MOLLER 1992, GRIFFITH et al. 2002), tipo de
comportamento que tém sido documentados para quase todas as familias de
aves socialmente monogamicas (WESTNEAT et al. 1990, GRIFFITH 2000,
GRIFFITH et al. 2002, STUTCHBURY et al. 2005). Ferramentas moleculares
tém demonstrado que apenas 14% dos passeriformes estudados sao
geneticamente monogamicos (GRIFFITH et al. 2002, MJLLER & CUERVO
2000), sendo que monogamia verdadeira foi encontrada em menos de 25% de
todas as aves socialmente monogamicas estudadas até hoje (GRIFFITH et al.
2002). Muitos estudos examinam os custos e beneficios das fertilizagées extra-
par para os individuos (WESTNEAT 1990, KEMPENAERS et al. 1992,
STUTCHBURY et al. 1994), mas ndo ha um quadro geral que explique a
variabilidade encontrada entre as espécies (STUTCHBURY & MORTON 1995).
O conceito de monogamia foi redefinido devido a rapida expansao da aplicacao
de técnicas moleculares, sendo considerado como uma complexa interacao de
conflitos de interesses entre machos e fémeas (WESTNEAT & STEWART
2003). Na maioria das espécies de aves, as fémeas, por serem mais seletivas,
parecem controlar o sucesso das tentativas de CEP, pois elas permitem esse
ato por determinadas razdes, como por exemplo, melhorar a qualidade
genética da prole (PETRIE & KEMPENAERS 1998). Em condi¢des naturais,
fémeas podem ter restricbes quanto a escolha de um parceiro, porque a
qualidade dos machos disponiveis diminui continuamente durante a estacao
reprodutiva devido as escolhas realizadas por outras fémeas (MJLLER 1992).

Com isso, fémeas de muitas espécies buscam CEP com machos de qualidade

38



superior aquela do seu parceiro social (HOUTMAN 1992, KEMPENAERS et al.
1997, FRIEDL & KLUMP 2005).

O cuidado parental nos machos é relacionado a selecdo sexual por
beneficios diretos na aptiddo individual (MJLLER & THORNHILL 1998),
embora o papel do macho nas CEP ainda nao esteja totalmente esclarecido.
SCHWAGMEYER et al. (1999) sugerem que a incubacdo pelo macho é
negativamente relacionada com a taxa de CEP, fato que tais autores
consideram como evidencia indireta suportando a hipétese de KETTERSON &
NOLAN (1994), de que em espécies em que os machos incubam, a CEP é
restringida. Adicionalmente sao propostos diversos mecanismos para restricao
da ocorréncia de CEP, como exemplo a guarda da fémea por um filhote
(WELBERGEN & QUADER 2006) e o aumento da defesa territorial pelo macho
durante o periodo fértil da fémea (TOBIAS & SEDDON 2000).

STUTCHBURY & MORTON (1995) ao estudarem o efeito do
sincronismo reprodutivo em aves, argumentaram que, devido a este, hd um
aumento na taxa de CEP. Segundo esses autores, o sincronismo reprodutivo
possibilita que as fémeas comparem o0s machos simultaneamente,
maximizando a escolha do material genético. Esta sincronia é positivamente
correlacionada, tanto intra- (STUTCHBURY et al. 1994) quanto
interespecificamente (STUTCHBURY & MORTON 1995). Entretanto, outros
estudos mostram que o sincronismo reprodutivo diminui a taxa de CEP, pois os
machos tendem a despender mais tempo protegendo seu parceiro social (e.g.
BIRKHEAD & BIGGINS 1987, BIRKHEAD & MJLLER 1992).

Os marcadores denominados Sequéncias Internas Simples Repetidas

(ISSR) tem sido muito utilizados em estudos com espécies vegetais cultivadas
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(e.g. BLAIR et al. 1999), em estudos de genética de populagdes (GUPTA et al.
1994, HUANG & SUN 2000, DESHPANDE et al. 2001), na avaliagdo da
variabilidade genética em melhoramento de plantas (MCGREGOR et al. 2000)
e para detectar hibridizacdo em aves, répteis e plantas (WOLFE et al. 1998,
WINK et al. 2001, DIETZEN et al. 2007). HAIG et al. (2003) utilizou pela
primeira vez esta técnica para verificar parentesco em aves, sendo este o Unico
trabalho até hoje relacionado a avaliacdo de paternidade. Stymphalornis
acutirostris é descrito como socialmente monogamico, embora essa informacao
baseia-se apenas em observacdes comportamentais em campo (REINERT
2008). O objetivo deste trabalho foi acompanhar casais dessa espécie em
parcela da populacdo na baia de Guaratuba, Parana, sul do Brasil, em quatro
estacdes reprodutivas afim de confirmar a hipétese de monogamia genética por

meio de utilizagdo de marcadores do tipo ISSR.

Métodos

Area de estudo

Os estudos foram realizados entre 2008 e 2011, compreendendo trés
estacdes reprodutivas. Os trabalhos de campo foram realizados em trés areas
que sofrem a influéncia das marés no interior da baia de Guaratuba (ilha da
Folharada, 25°52'00”S, 48°43'26"W, 15,7 ha; ilha do Jundiaquara, 25°2
'25.23”S, 48°45°31.97"W, 11,6 ha; e margem esquerda do rio Sdo Joao na
confluéncia com o rio Claro 25°52°26”S, 48°45'41"W, 8,2 ha, denominado como
Continente). Essa regido esta inserida na Area de Protecdo Ambiental de
Guaratuba (APA), no municipio de Guaratuba, litoral sul do Estado do Parana,

sul do Brasil. Os tipos vegetacionais presentes nas areas de estudo sao
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classificados como Formacdes Pioneiras de Influéncia Fluviomarinha e/ou
Lacustre, predominantemente herbaceos e inundaveis (veja REINERT et al.

2007).

Espécie em estudo

Stymphalornis acutirostris (bicudinho-do-brejo), Passeriforme da familia
Thamnophilidae, € restrito a planicie litordnea entre a baia de Antonina, no
Parana, e o rio ltapocu, em Santa Catarina, sul do Brasil. Nessa regiao se
distribui em oito populacdes isoladas (REINERT et al 2007). Habita uma area
total de 6.057 ha, estando entre as aves com menor distribuicdo global
(REINERT et al. 2007), e é considerada ameacada de extingdo na categoria
“em perigo” (endangered) no mundo (BIRDLIFE INTERNATIONAL 2010). A
espécie possui dimorfismo sexual, sendo o macho cinza-anegrado no ventre
(REINERT & BORNSCHEIN et al. 1996) e a fémea cinza-anegrado com
maculas brancas (BORNSCHEIN et al. 1995). Sao territoriais ao longo do ano e
seu periodo reprodutivo ocorre de agosto a fevereiro (REINERT 2008). Desde
a construcdo do ninho, a incubacdo dos ovos, que sdo sempre dois, até o
cuidado parental, sdo realizados pelo casal (REINERT 2008). Em média, os
ovos sao incubados por 16 dias, os filhotes ficam no ninho por 10 dias e
quando saem ficam sob os cuidados dos pais por dois meses (REINERT 2008).
O tempo dependido por macho e fémea em todas as atividades reprodutivas é
praticamente igual, entretanto, um dos pais costuma alimentar com mais
freqUiiéncia determinado filhote ja fora do ninho (REINERT 2008). Segundo essa
autora, a divisdo dessa funcao (alimentar com mais frequéncia) foi definida da
seguinte forma: no momento da saida de um filhote do ninho o individuo que

estava levando comida “assumia” o cuidado com aquele filhote e quando um
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dos filhotes morria o adulto “incumbido” de sua alimentagéo oferecia alimento

ao outro apenas esporadicamente, com se estivesse “isento” da fungéo.

Observacao em campo e coleta de material genético

Todos os individuos de S. acutirostris da &rea de estudo foram marcados
com anilhas metalicas cedidas pelo Centro de Pesquisa para a Conservacao
de Aves Silvestres (CEMAVE/IBAMA) e uma combinagdo Unica de anilhas
coloridas. Cada ave marcada recebeu uma sigla que passara a ser citada ao
longo do texto. Individuos machos receberam a sigla M e fémeas a sigla F,
individuos anilhados em anos anteriores e recapturados no presente estudo
receberam a sigla A apds a numeracao individual e a sigla Fi foi designada aos
filhotes. Cada casal constituido nas trés areas de estudo também recebeu
numeragdo sequencial e, para diferenciar essas areas, utilizou-se a sigla F
para a ilha da Folharada e C para o Continente, logo apds o algarismo arabico.

Para obtencdo de material genético dos individuos adultos e jovens os
mesmos foram capturados com redes ornitolégicas. Apds a captura, foram
retiradas até quatro penas em crescimento com auxilio de luvas descartaveis e
pincas, esterilizadas em chamas apdés cada extracdo. As penas foram
acondicionadas e identificadas em microtubo (Eppendorf) de 1,5 mL,
transportadas em isopor e posteriormente mantidas em temperatura abaixo de
0 °C até a analise. O material genético dos filhotes foi obtido capturando os
mesmos ainda no ninho, ou proximo a ele quando da saida recente dos
mesmos, sendo retiradas até quatro penas de contorno em crescimento. Uma
das amostras foi extraida de tecido muscular de um filhote encontrado morto no

ninho.
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Extracao de DNA

Primeiramente as penas ou o tecido muscular foram maceradas em
microtubo de 1,5 pyL. O DNA das penas em crescimento foi extraido
empregando-se o kit DNeasy Blood and Tissue (QIAGEN). Ap6s a maceracao,
foram adicionados 180uL de buffer ATL e 20 uL de proteinase K e a mistura foi
homogeneizada. Apdés homogeneizacdo, a solugdo foi incubada em banho-
maria por trés horas a uma temperatura de 56 °C. A extracao iniciou-se com a
adicdo de 200 pL de buffer AL em cada microtubo e agitados por 10 seg no
vortex. Foram adicionados 200 pL de etanol (96-100%) e novamente agitados
no vortex por 10 s. O sobrenadante foi transferido para a minicoluna DNeasy e
centrifugada a 8000 rpm por 1 min. O conteudo do tubo coletor foi descartado e
a minicoluna colocada em um novo tubo coletor de 2 mL. Foram adicionados
500 pL de buffer AW1 e centrifugados a 8000 rpm por 1 min. Novamente o
conteudo do tubo coletor foi descartado e a minicoluna colocada em um novo
tubo coletor. Foram adicionados 500 pL de buffer AW2 e centrifugados a 14000
rom por 3 min. O conteudo do tubo coletor foi descartado e a minicoluna
colocada em um microtubo de 1,5 mL. Foram adicionados 200 pL de buffer AE,
deixado a temperatura ambiente por 1 min e apés centrifugados a 8000rpm por
1 min. A minicoluna foi descartada e o extrato de DNA estocado em frezzer a

18°C negativos.

Amplificacao com Sequéncias Internas Simples Repetidas (ISSR)

A quantificacdo das amostras de DNA foi realizada utilizando um
espectrofotdbmetro (NanoDrop™). A amplificacdo por PCR para a escolha dos
primers foi realizada em um volume de 25 pyL contendo: primer 30 pmoles,

Platinum Taq, Buffer 10x, dNTP 25 mM, MgCl 50 mM, DNA 50 ng, agua
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bidestilada. Os parametros de anelamento utilizados para as amplificagdes
variou conforme o primer. O termociclador (Mastercycler ® Eppendorf) foi
programado da seguinte forma: ap6s a desnaturacao inicial de 1,5 min a 94°C,
o programa consistiu de 35 ciclos de 45 seg em 94 °C, 45 seg entre 46 — 56 °C,
1,5 min em 72 °C e 3 min em 72 °C para o alongamento final. Os produtos de
PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%. Cada reacao de
PCR e eletroforese em gel foi realizada duas vezes para cada amostra para

verificar a repetibilidade dos resultados.

O tamanho do fragmento do DNA foi estimado comparando as bandas
com marcador de peso molecular 1 Kb (Ladder). As bandas foram registradas
como presente (1) ou ausente (0) e compiladas em uma matriz de dados com o

auxilio do software Gel-Pro Analyzer 4.0 (MediaCybernetics).

Parentesco

O parentesco foi gerado a partir do software PAPA_AFLP, que possibilita
encontrar o pai verdadeiro através de comparacoes de probabilidade
(GAGNON & TURGEON in press). Dado um gendétipo de filhotes a serem
alocados, o programa calcula as probabilidades do potencial de cada par
parental. Se um casal tem uma probabilidade superior a que de outros pares, a
descendéncia € atribuida a esse casal, caso contrario, o filhote ndo é alocado.
Os parametros utilizados foram 0,05 de probabilidade estimada, 100

simulag6es de corridas e um de limiar de probabilidade.
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A similaridade foi obtida pelo indice de similaridade de NEI & LI (1985)
usando a seguinte férmula:

X = 2NAB/NA+NB

Nag = nimero de bandas comum entre os dois individuos.

Na € Ns = niUmero total de banda de cada individuo.

Sincronismo

Para definir o sincronismo populacional, foi utilizado o indice de sincronia
que determina a propor¢cao de fémeas férteis, considerando-se todos os ninhos
disponiveis no periodo. Como periodo fértil das fémeas foi considerado os
cinco dias antes da postura do primeiro ovo até a postura do ultimo ovo (veja
KEMPENAERS 1993). Para esse indice, quanto mais préximo de 100%, mais

sincronismo ha entre as fémeas.

Todos os dados foram analisados usando o software R versédo 2.13.0.
Foi apresentada a média e o desvio padrao de todas as medidas. Para avaliar
a diferenga no indice de similaridade entre os filhotes e seus pais
geneticamente confirmados e os filhotes extra-par com os pais
comportamentais foi utilizado o teste de Mann-Whitney. Os dados foram

considerados significativos para P < 0,05.

Resultados

Foram obtidas amostras genéticas de todos os casais monitorados (n =
64) e de todos os fillhotes encontrados (n = 30) nas trés estacdes reprodutivas.
Devido ao baixo sucesso reprodutivo, foi possivel obter amostras genéticas de
apenas de 14 familias completas (Figura 1). Trés filhotes (Fi8, Fi11 e Fi19) que

nasceram na estacdo reprodutiva de 2007/2008, periodo anterior ao estudo
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sobre paternidade, tiverem amostras coletadas por terem sido reencontrados
na area de trabalho. Na estacéo reprodutiva de 2008/2009 ndo houve sucesso
reprodutivo. Na estacao de 2009/2010 foram obtidas 18 amostras de filhotes e

mais nove amostras na estacao de 2010/2011.

Figura 1. Pedigree de Stymphalornis acutirostris elaborado a partir de observagdes em
campo nas trés areas de estudo no estuario na baia de Guaratuba, Parana, nas

estacdes reprodutivas de 2008/2009, 2009/2010 e 2010/2011.

Dos 15 primers testados, nove amplificaram bandas satisfatérias, sendo,
por isso, utilizados no presente estudo (Tabela 1). O tamanho das bandas
variaram de 263 a 3.964 pares de base (pb). Foram analisados 58 individuos,
desses, 28 adultos (14 machos e 14 fémeas) e 30 filhotes. O numero médio de

bandas presentes em cada individuo foi de 5,48 + 2,05 por I6cus.
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Tabela 1. Primers usados na amplificacdo por ISSR e temperatura de anelamento,
para material genético de Stymphalornis acutirostris, obtido na regido da baia de

Guaratuba, Parana.

Temperatura de

Primer Sequéncia do primer anelamento (°C)
ISSR1 GTGTGTGTGTGTRG 53
ISSR2 CACACACACACACAYG 53
ISSR7 CACCACCACCACRC 49
ISSR11 CTCCTCCTCCTCRC 50
ISSR14 GTCGTCGTCGTC 53
17899 CACACACACACAARG 52
OLIGO7  CTCTCTCTCTCTCTCTRG 48
814 CTCTCTCTCTCTCTCTTG 46
844 CTCTCTCTCTCTCTCTRC 56

Foram observados filhotes extra-par (FEP) em quatro das 14 familias
analisadas (13,33%) (veja as bandas informativas na Tabela 2), sendo que dois
casos ocorreram na ilha do Jundiaquara e outros dois na ilha da Folharada. No
Continente ndo houve caso de paternidade extra-par (PEP). Caso 1: na ilha do
Jundiaquara, em 21 de outubro de 2010, no ninho do casal 15 (M5 e F42),
nasceram dois filhotes (Fi55 e Fi56) Um deles (Fi55) foi confirmado
geneticamente como filho do pai social, mas o outro (Fi56) nao, sendo
geneticamente compativel com o macho M43. Caso 2: ainda na ilha do
Jundiaquara, no dia 30 de outubro de 2009, no ninho do casal 7 (M44 e F16) se

desenvolveu apenas um filhote(Fi62), o qual foi fruto de CEP, sendo seu pai
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biol6gico o individuo M9. Na ilha da Folharada, ocorreram dois filhotes
advindos de CEP em dois ninhos de casais distintos, entretanto, ambos foram
frutos do mesmo pai bioldgico (M125). Caso 3: no dia 23 de novembro de 2009,
no ninho do casal 13F (M157 e F135), se desenvolveu apenas um filhote (Fi36)
fruto de CEP. Caso 4: no dia 27 de dezembro de 2009, no ninho do casal 6F
(M143 e F144) os dois filhotes foram encontrados mortos, sendo possivel obter

amostras de um deles (Fi49), o qual foi fruto de CEP.

Tabela 2. Paternidade social e genética de 30 filhotes de Stymphalornis acutirostris da

regido da baia de Guaratuba, Parana, entre 2008 a 2011. Legenda: FEP = filhote

extra-par.
Filhote Bandas Estacao Mae Pai Pai FEP
informativas reprodutiva
social genético

Fi11 R3/R9/R10/R17 2007/2008 F11A M8A M8A Nao
Fi19 R4/R6/R14/R19 2007/2008 F31 M43 M43 Néo
Fi8 R3/R12/R16 2007/2008 F42 M5 M5 Néo
Fi29  R3/R11/R15/R16 2009/2010 F16 M44 M44 Nao
Fi62 R4/R6/R11 2009/2010 F16 M44 M9 Sim
Fi38 R4/R6/R13 2009/2010 F21 M9 M9 Néo
Fi39 R4/R6/R13 2009/2010 F21 M9 M9 Néo
Fi28 R4/R6/R13 2009/2010 F21 M9 M9 Néo
Fi26 R3/R12/R16 2009/2010 F42 M5 M5 Néo
Fi30 R4/R6/R9/R15 2009/2010 F49 M38A M38A Néo
Fi31 R4/R6/R9/R15 2009/2010 F49 M38A M38A Néo
Fi47 R3/R12/R17 2009/2010 F167 Mfi17 Mfi17 Nao
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Filhote Bandas Estacao Mae Pai Pai FEP
informativas reprodutiva
social genético
Fi42 R3/R5/R7/R11 2009/2010 F170 M119 M119 Nao
Fi40  R4/R12/R10/R11 2009/2010 F133 M134 M134 Néo
Fi41 R4/R12/R10/R11 2009/2010 F133 M134 M134 Néo
Fi49 R4/R11/R15 2009/2010 F144 M143 M125 Sim
Fi37 R4/R7/R9/R13 2009/2010 F146 M145 M145 Nao
Fi60 R3/R5/R10/R14 2009/2010 F142 M141 M141 Nao
Fi58 R3/R5/R10/R14 2009/2010 F142 M141 M141 Nao
Fi36 R4/R11/R15 2009/2010 F135 M157 M125 Sim
Fi35 R4/R11/R10 2009/2010 F127 M125 M125 Nao
Fi59 R4/R6/R14/R19 2010/2011 F31 M43 M43 Nao
Fi57 R4/R6/R14/R19 2010/2011 F31 M43 M43 Nao
Fi55 R3/R12/R16 2010/2011 F42 M5 M5 Nao
Fi56 R4/R6/R14/R16 2010/2011 F42 M5 M43 Sim
Fi51 R3/R12/R16 2010/2011 F42 M5 M5 Néo
Fi61 R4/R6/R9/R15 2010/2011 F49 M38A M38A Néo
Fi44 R3/R5/R7/R11 2010/2011 F170 M119 M119 Nao
Fi52 R3/R5/R10/R14 2010/2011 F142 M141 M141 Nao
Fi50 R3/R5/R10/R14 2010/2011 F142 M141 M141 Nao

Os valores de similaridade variaram entre as categorias: adultos,
filnotes, filhotes/pais confirmados geneticamente e FEP/pais comportamentais

(Tabela 3). A diferenca no indice de similaridade entre os filhotes e seus pais
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geneticamente confirmados e os FEP com os pais comportamentais nao foi

significativa (U = 3,2071, p > 0,05).

Tabela 3. Média do indice de similaridade e erro padrao entre adultos, filhotes, filhotes
e pais geneticamente confirmados e filhotes e pais sociais em Stymphalornis

acutirostris da baia de Guaratuba, Parang, entre 2008 e 2011.

N Similaridade média
Adultos 28 0,57+0,23
Filhotes 30 0,59+0,11
Filhotes e pais genéticos 42 0,80%0,09
Filhotes extra-par e pais 7 0,41x0,04

comportamentais

Foi observado sincronismo entre as fémeas de S. acutirostris (x = de
69,33% 15,51; veja o sincronismo por estacao na Tabela 4). Todas as fémeas
envolvidas nas CEP estavam obviamente em seus periodos férteis, portanto,
em periodo de constru¢do de ninho. Dos trés machos envolvidos na CEP, dois
tinham suas fémeas férteis e um nao, pois esse macho estava alimentando um
filhote de seu par social. O macho que realizou CEP com duas fémeas tinha na

época sua fémea fértil.

Tabela 4. Média de fémeas férteis por dia de Stymphalornis acutirostris da baia de
Guaratuba, Parana, entre 2008 e 2011. Legenda: N = numero de fémeas férteis; DP =

desvio padrao e Sl = indice de sincronismo.
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N Média DP SI (%)

2008/2009 16 5,6 2,3 63
2009/2010 39 7,6 2,1 72
2010/2011 37 6,3 2,3 73

Em todos os casos de PEP, os pais genéticos ndo ocupavam territorios
adjacentes. Nos dois casos de FEP da ilha do Jundiaquara, os individuos
envolvidos na CEP tinham um territério entre eles e na ilha da Folharada, em
um caso, eles tinham pelo menos o equivalente a trés territérios e em outro o

equivalente a um territorio (Figura 2).
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Figura 2. Localizagao dos territérios dos individuos envolvidos nas copulas extra-par
em Stymphalornis acutirostris entre os anos de 2008 e 2010. Em cima a ilha do

Jundiaquara e em baixo a ilha da Folharada, ambas na baia da Guaratuba, Parana.
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Discusséao

FertilizacGes extra-par tem sido registradas para varias espécies de aves
socialmente monogamicas (veja BIRKHEAD & MOLLER 1992). Em muitas
espécies mais de 40% dos filhotes sdo extra-par (e.g. WESTNEAT et al. 1990,
DUNN et al. 1994, MULDER et al. 1994, MORTON et al. 1998, FORSTMEIER
2003) e em outras espécies ndo ha fertilizagdo extra-par (e.g. BIRKHEAD et al.
1990, BRUCE et al. 1996, ARDERN et al. 1997, FLEISCHER et al. 1997). Em
Emberiza scheniclus, 55% de todos os descendentes sdo resultantes de FEP
(DIXON et al. 1994). Em Malurus cyaneus, uma espécie onde ha cooperacao
(helpers), 72% dos descendentes ndo sdo do macho alfa (MULDER et al.
1994). Em um estudo realizado com Wilsonia citrina, 34% dos jovens eram de
outro macho, ndo do parceiro social (CHIVER et al. 2008). Em S. acutirostris a
taxa de fertilizacdo extra-par foi baixa (13,33%). Em Cercomacra tyrannina,
unico Thamnophilidae estudado até entdo em relacdo a fertilizagdo extra-par,
ndo foram encontrados filhotes que nado fossem do parceiro social

(FLEISCHER et al. 1997).

REINERT (2008) observou peculiaridades na divisdo da fungdo de
alimentar os filhotes fora do ninho e descreveu que, quando um casal fica com
apenas um filhote, o individuo do par que era responsavel pelo filhote perdido
praticamente se isenta da alimentacao do outro filhote, razdo pela qual poderia
ficar com mais “tempo livre”. Em um dos casos de CEP registrados nesse
estudo, esse comportamento poderia muito bem estar em desenvolvimento,
pois o casal do macho que realizou a CEP estava na ocasidao com apenas um
filhote fora do ninho, o que sugere que a teoria de guarda da fémea por um

filhote de WELBERGEN & QUADER (2006) também pode ser aplicada aos
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machos. KETTERSON & NOLAN (1994) hipotetizaram que em espécies em
que os machos incubam, este tipo de cuidado parental pode restringir suas
atividades extra-par, o que é indiretamente suportado pela relagdo negativa
entre a incubacao pelos machos e a taxa de CEP (SCHWAGMEYER et al.
1999). Tal relagédo € consistente com o baixo indice de CEP encontrado em S.
acutirostris, pois nesta espécie nao existem diferencas significativas entre o
tempo dispendido por machos e feméas na incubacdo dos ovos (REINERT

2008).

Altos indices de similaridade entre os adultos aparentemente nao
relacionados podem ser um reflexo da baixa capacidade de disperséo,
viabilidade do habitat e de seu sistema de acasalamento (HAIG et al. 2003).
Em Irediparra gallinacea (HAIG et al. 2003), assim como em S. acutirostris,
houve grande similaridade entre todos os adultos, e também entre individuos
especificos, sugerindo limitada capacidade de dispersao dessas espécies.
Esses valores de similaridade encontrados para S. acutirostris corroboram com
REINERT et al. (2007) e REINERT (2008) que atribuem a espécie uma limitada

capacidade de dispersdo devido a sua pequena capacidade de voo.

Stymphalornis acutirostris apresentou baixa taxa de fertilizacao extra-par
e um alto indice de sincronismo. STUTCHBURY (1998), ao fazer uma revisao
de 34 espécies de 30 géneros e 12 familias, mostrou uma correlagéo
significativa entre a taxa de fertilizagdo extra-par e o sincronismo. A autora
hipotetizou que, quanto maior o indice de sincronismo, maior a taxa de
fertilizagdo extra-par. Alguns trabalhos, entretanto, mostram que o aumento da
sincronia reprodutiva pode ndo aumentar a taxa de PEP, como observado em

S. acutirostris. THUSIUS et al. (2001) ao estudarem Geothlypis trichas
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mostraram que os niveis de PEP foram maiores ap6s a sincronia entre os
individuos diminuir. Em seis anos de estudo com Agelaius phoeniceus, foi
observado que a PEP n&o variou com a sincronia (WEATHERHEAD 1997). Em
Tachycineta bicolor a taxa de PEP néo foi significativamente diferente entre os
ninhos sincrénicos e os assincrénicos (DUNN et al. 1994). THUSIUS et al.
(2001) observou interagdo significativa entre sincronismo e densidade, onde os
niveis de fertilizacdo extra-par em Agelaius phoeniceus aumentavam quando o
sincronismo e a densidade eram baixos. Pode-se concluir que néao
necessariamente o sincronismo € o fator que explica a existéncia ou nao de
CEP, e que o fator densidade é mais um bom parametro para ajudar a elucidar
a questao. Alguns autores que ndo observaram relacao entre o sincronismo e a
taxa de fertilizacdo extra-par sugerem testar interacdes com analises
multivariada (DUNN et al. 1994, THUSIUS et al 2001). Nesse entido, estudos
de analise multivariada seriam trabalhos interessantes de serem realizados

com S. acutirostris.

Os pais genéticos dos FEP em S. acutirostris nao eram vizinhos
adjacentes. Em Hylocichla mustelina, os pais genéticos de dois casos de CEP
defendiam territérios adjacentes do macho social, enquanto outro defendia um
territério a 650 m (EVANS et al. 2008). Esse dados demonstram que, na maior
parte das vezes, as CEP n&o ocorrem entre vizinhos, e isso poderia ter relagéo
com um eventual histérico de conflitos acumulados entre eles, o qual poderia

levar o agente de uma cdpula extra-par a evitar os vizinhos.

A baixa taxa de fertilizacdo extra-par em S. acutirostris contribui para o
seu alto indice de similaridade, o que indica reduzida varabilidade genética e,

consequentemente, denota preocupagao para a sua conservagao no futuro.
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