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RESUMO

Ritmos bioldgicos e sua sincronizagdo por ciclos ambientais geralmente séo estudados
em roedores, mantidos em laboratério. Nosso grupo vem estudando ritmos de
atividade/repouso de roedores subterraneos sul-americanos conhecidos como tuco-tucos
(Ctenomys aff. knighti) em laboratério e campo. Na natureza, sabemos que 0s tuco-tucos
emergem a superficie diariamente em episodios de até uma hora. Registros curtos da
atividade de superficie dos tuco-tucos, anteriormente obtidos pelo grupo, haviam sugerido
que o padrdo diario das saidas variava sazonalmente, sendo crepusculares durante o verdo
e concentrados no meio do dia, durante o inverno. Esse mesmo padrdo sazonal ja foi
observado em populacdes de outros roedores de deserto e foi atribuido a reacbes dos
roedores as variacOes diarias de temperatura, no verdo e inverno. Por outro lado, a
sazonalidade dos padrdes de atividade de varias espécies de mamiferos e aves também
pode ser explicada pela sincronizacdo diaria do ritmo de atividade a diferentes
fotoperiodos. O objetivo desse trabalho é caracterizar a variagdo sazonal dos ritmos
diarios de atividade dos tuco-tucos, com uso de bio-logging, e verificar a contribuicédo
dos fatores ambientais para a sazonalidade desses padrées. Ao longo do ano,
acelerébmetros e luximetros foram presos a 29 animais recentemente capturados (15
fémeas e 14 machos). Cada animal foi mantido individualmente em arenas semi-naturais
por um més. Variaveis ambientais foram registradas simultaneamente. Outros 18 animais
(9 fémeas e 9 machos) foram mantidos em laboratorio, expostos ao fotoperiodo natural e
em ambiente com temperatura constante. Os resultados confirmaram a sazonalidade do
padrdo temporal de atividade de superficie dos tuco-tucos. Os acelerometros se
mostraram mais precisos e sensiveis a pequenos movimentos corporais do que 0s registros
de telemetria encontrados na literatura. Esses sensores também revelaram padrdes de
atividade subterranea e noturna, em ambiente semi-natural. Durante o verdo, a atividade
de superficie diaria dos tuco-tucos foi melhor prevista pelo horario do dia (fator
enddgeno) do que pelas variacdes de temperatura ambiental (fator exdgeno). Durante o
inverno, entretanto, a temperatura ambiental teve maior contribuicdo no padrao de saidas
dos tuco-tucos, indicando complexas contribui¢des dos fatores endégenos e exdgenos no
delineamento dos padrdes de atividade.



ABSTRACT

Biological rhythms and their synchronization by environmental cycles are generally
studied in rodents, inside laboratory. Our group studies activity/rest rhythms of South
American subterranean rodents known as tuco-tucos (Ctenomys aff. knighti), in
laboratory and field. In nature, it is known that tuco-tucos emerge daily to the surface, in
brief episodes. Short records of tuco-tucos’ individual surface activity, previously
collected by our group, had suggested that daily temporal pattern of emergence varied
seasonally, being crepuscular in summer and concentrated around midday in winter. The
same seasonal pattern was observed in populations of other desert rodents and was
attributed to daily variations of environmental temperature, in summer and winter. At the
same time, seasonality of activity patterns of various species of mammals and birds can
be explained by daily synchronization of the activity rhythm by different photoperiods.
Our aim is to characterize seasonal variation of daily activity rhythms of tuco-tucos, using
bio-logging, and to verify the contribution of environmental factors in the seasonality of
these patterns. Throughout the year, accelerometers and luximeters were tied to 29 freshly
caught animals (15 females and 14 males). Each animal was kept inside semi natural
enclosures for one month. Environmental variables were recorded simultaneously. Other
18 animals (9 females and 9 males) were kept inside laboratory, exposed to natural
photoperiod, in a room with constant temperature. We confirmed the seasonality of
temporal pattern of surface activity of tuco-tucos. The accelerometers resulted to be more
precise and sensitive to small body movements than telemetry records found in literature.
They also revealed nocturnal and subterranean activity patterns inside the enclosures.
During summer, daily surface activity of tuco-tucos was better predicted by time of day
(endogenous factor) than by environmental temperature (exogenous factor). During
winter season, however, environmental temperature has a stronger contribution on the
emergence pattern in tuco-tucos, indicating complex contributions of endogenous and

exogenous factors that outline activity patterns.



INTRODUCAO GERAL

Devido ao movimento de rotacdo da Terra, os fatores ambientais apresentam variacdo
ciclica, com periodo de 24 horas. Paralelamente, os organismos também apresentam
mudancas fisiologicas e comportamentais que se repetem com periodo de 24 horas e, por

isso, sdo denominadas ritmos bioldgicos diarios (Moore-Ede et al., 1982).

Quando os organismos sdo mantidos em condicdes artificiais constantes em laboratério
e, portanto, sem percepcédo dos ciclos ambientais, a ritmicidade das variaveis bioldgicas
persiste, com periodo proximo de 24 horas (Moore-Ede et al., 1982; Bartness & Albers,
2000). Nesse caso, os ritmos bioldgicos sdo chamados de circadianos (do latim, circa
significa “cerca de” e dies significa “dia”). O fato dos ritmos circadianos possuirem um
periodo diferente daquele das variacGes ambientais evidencia que eles sdo gerados por
um mecanismo interno do organismo (Aschoff, 1963). As estruturas responsaveis pela
geragéo do ritmo circadiano recebem o nome de osciladores circadianos que, no caso
dos mamiferos, estdo localizados nos nucleos supraquiasmaticos do hipotalamo
(Golombek & Rosenstein, 2010). A lesdo dos nucleos supraguiasmaticos resulta na perda

da ritmicidade circadiana (Binkley, 1993).

Quando o organismo é exposto a ciclos ambientais naturais, os ritmos biol6gicos passam
a expressar periodo de 24 horas e dizemos que o ritmo esta sincronizado (Moore-Ede et
al., 1982). A sincronizacao de um ritmo diario envolve a deteccdo da variacdo ambiental
diaria pelo organismo e o processamento dessa informacdo ciclica no oscilador
circadiano. Para os mamiferos, o principal fator ambiental sincronizador é o ciclo
claro/escuro (Aschoff, 1963).

Além de expressarem ritmos diarios, muitos animais também exibem variacfes
fisioldgicas, anatbmicas e comportamentais ao longo do ano, que acompanham os ciclos
ambientais anuais presentes na duracdo do dia e na temperatura ambiental, por exemplo.
Os ritmos anuais mais conhecidos estdo associados a reproducdo, migracdo e hibernagéo
(Dunlap et al., 2004), mas também foram observadas mudancas nos horarios e na duracédo
da atividade diaria ao longo do ano, em aves e mamiferos (Daan & Aschoff, 1975;
Bartness & Albers, 2000). Ha evidéncias de que essas mudancas sazonais sao enddgenas,
ou seja, geradas internamente, e estdo sincronizadas a variagdo anual da duracdo do dia
(Daan & Aschoff, 1975; Elliott, 1976).



ROEDORES SUBTERRANEOS

InvestigacOes de organismos que vivem em ambientes foticos extremos fornecem
oportunidades para se explorar os aspectos evolutivos e mecanisticos da ritmicidade
circadiana (Beale et al., 2016; Flores et al., 2016). Especificamente em relacdo ao
ambiente subterraneo, além da auséncia de luz, os animais também estdo sujeitos a alta
umidade, temperaturas relativamente constantes, fluxo de ar reduzido e,
consequentemente, baixas concentragcdes de oxigénio e altas concentracdes de dioxido de
carbono, em comparacdo a superficie (Lacey et al., 2000). Essas caracteristicas
ambientais, somadas a alta demanda energética associada a escavagdo, impdem desafios
fisiolégicos aos habitantes do subterraneo. Especialmente dentre 0s roedores
subterraneos, foi observado um conjunto de modificagcbes morfoldgicas e fisioldgicas que
oferecem vantagens ou sdo consequéncias da vida neste ambiente, como taxas
metabdlicas basais menores que as esperadas para animais epigeos e maior
desenvolvimento dos sistemas somatossensorial e olfativo, em detrimento do visual e
auditivo (Buffenstein, 2000).

Em relacdo aos padrGes temporais de atividade, diferentes grupos de roedores
subterraneos apresentam variacgdes inter e intraespecificas no horério do dia em que estdo
ativos, tanto em estudos de campo como de laboratdrio (Jarvis, 1973; Nevo et al., 1982;
Gettinger, 1984; Lovegrove et al., 1993; Benedix Jr, 1994; Ben-Shlomo et al., 1995;
Lovegrove & Muir, 1996; Urrejola et al., 2005; Cutrera et al., 2006; Skliba et al., 2007;
Estevan et al., 2016; Vlasata et al., 2017). Apesar disso, a maioria dos animais estudados
em laboratorio apresentou ritmo de atividade endogeno quando mantidos em condigdes

constantes (Lovegrove et al., 1993; Ben-Shlomo et al., 1995; Lovegrove & Muir, 1996).

A principal familia de roedores subterraneos endémicos da América do Sul € a dos
Ctenomidae (tuco-tucos). Os ctenomideos possuem distribuicdo geografica ampla, desde
ambientes de altas altitudes até o nivel do mar, geralmente em areas abertas de campos e
matagais (Vassallo, 1998; Lacey et al., 2000). Comp&em o género com maior numero de
espeécies dentre os grupos de roedores subterraneos existentes atualmente, sendo que a
maioria foi descrita como solitaria (Lacey et al., 2000). Grande parte da dieta dos
ctenomideos é composta de partes aéreas das plantas e, portanto, a maior parte do seu
forrageamento ocorre na superficie (Busch et al., 2000). Segundo Borghi et al. (2002), o

maior consumo de itens na superficie, com maior exposicdo a predadores, pode estar
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relacionado & manutencédo de olhos funcionais de tamanho moderado nos tuco-tucos, em
relacdo aos outros roedores subterraneos. Estudos realizados pelo nosso grupo com uma
espécie de tuco-tucos do norte do deserto do Monte (Ctenomys aff. knighti), no noroeste
da Argentina, mostraram que, em ambiente semi-natural, esses animais emergem
diariamente a superficie (Tomotani et al., 2012). Os episddios de saida a superficie duram
até uma hora, sdo dispersos ao longo do dia e ha indicios de que o horario de maior
frequéncia das saidas varia sazonalmente. Recentemente, sensores de luz (luximetros)
miniaturizados (Migrate Technology, UK) comecaram a ser utilizados pelo nosso grupo,
para automatizar o registro temporal da atividade dos animais na superficie (Fl6res et al.,
2016). Apesar da curta duracdo e baixo numero amostral, os dados obtidos no verdo e no

inverno corroboraram os indicios de sazonalidade observados em Tomotani et al. (2012).

Neste projeto, propomos caracterizar de forma mais sistematica a sazonalidade observada
no padrdo temporal diario de emergéncia a superficie dos tuco-tucos Ctenomys aff.
knighti, estendendo a duracdo dos registros automatizados das saidas dos animais, de
modo a obter dados continuos ao longo das estacfes do ano. Também daremos inicio a

tentativa de explicar essa sazonalidade, levando em consideragéo que:

1. Esses tuco-tucos vivem em ambiente desértico, no qual os ciclos anuais de
temperatura possuem amplitude consideravel e podem, portanto, modular diretamente a
atividade que os animais realizam na superficie, assim como outros fatores ambientais,
como chuvas e incidéncia de vento (Tomotani et al., 2012);

2. Existe a possibilidade de que a sazonalidade que observamos seja melhor

explicada pela existéncia de mecanismos enddgenos sincronizados ao fotoperiodo.

Para explorar essas questdes, também registramos, ao longo do ano, o ritmo diario de
atividade dos tuco-tucos por meio de sensores de movimento (acelerémetros) e,
simultaneamente, medimos as variacdes ambientais diarias de temperatura, umidade e
velocidade do vento da regido de estudo. Além disso, registramos o ritmo diério de

atividade de animais mantidos em laboratério ao longo do ano.

Esse trabalho faz parte do projeto de estudo cronobioldgico de roedores subterraneos da
espécie Ctenomys aff. knighti (tuco-tucos), em campo e em laboratdrio, que tem sido
desenvolvido pelo Laboratério Binacional Argentina — Brasil de Cronobiologia,

composto pela colaboracédo entre a Profé. Gisele Oda (Depto. de Fisiologia, IBUSP) e a



Dr2. Verdnica Valentinuzzi, do Centro Regional de Investigaciones Cientificas y
Transferencia Tecnologica (CRILAR), unidade executora do Consejo Nacional de

Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET) do Governo Argentino, localizado em

Anillaco, La Rioja.



CAPITULO 1. RITMOS BIOLOGICOS DE
ATIVIDADE/REPOUSO

1.1. PADROES DIARIOS DE ATIVIDADE DOS ANIMAIS NA NATUREZA

A nivel comportamental, na natureza, os animais geralmente apresentam ritmo de
atividade/repouso de 24 horas e podem concentrar seu estado de atividade em diferentes
fases do dia (Bartness & Albers, 2000). Animais que apresentam a maior parte da
atividade durante a noite, como a maioria dos roedores, sdo denominados noturnos. Ja os
animais ativos majoritariamente durante o dia sdo diurnos. Existem, também, animais que
concentram sua atividade nos horérios dos crepusculos, chamados crepusculares. Nesse
caso, como existem concentracdes de atividade em dois horarios distintos, ao longo das
24 horas, dizemos que 0s animais possuem atividade bimodal, diferentemente da
atividade unimodal, na qual a atividade se concentra em apenas um horario (Bartness &
Albers, 2000). Ha, ainda, animais que possuem varios episddios de atividade ao longo do
dia. Caso esses episodios ocorram com periodicidade definida menor do que de 24h, o
ritmo de atividade é considerado ultradiano. Por outro lado, se a atividade ocorre em
horéarios aleatdrios, ela € chamada arritmica ou, ainda, catemeral (do grego, cata significa
“ao longo de” e hemera significa “dia”), destacando a ocorréncia de episodios de
atividade ao longo das 24 horas (Bartness & Albers, 2000; Tattersall, 2006).

1.2. CARACTERISTICAS DOS RITMOS

Classificar os estados comportamentais em fases de atividade e repouso permite
estabelecer marcadores temporais e, assim, € possivel definir as caracteristicas dos ritmos
comportamentais dos animais. Os marcadores comumente utilizados em estudos de
Cronobiologia séo a fase de inicio da atividade (onset), a fase do fim da atividade (offset),
duracdo da fase ativa (« ou alfa) e duragéo da fase de repouso (p ou rd) (Refinetti, 2016).
O periodo de um ritmo se refere a duracdo de tempo total de um ciclo completo,

equivalente & soma de alfa e ro (Figura 1).
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Figura 1. Série temporal de um ritmo de atividade hipotético, ilustrando os marcadores temporais e

nomenclaturas utilizados no estudo dos ritmos bioldgicos.

Em condicdes constantes, quando as pistas temporais dos ciclos ambientais estdo
ausentes, o ritmo de atividade dos animais continua a ser expresso. Nessa situacao, o
ritmo é chamado ritmo em livre-curso. O periodo do ritmo em livre-curso é préximo de
24 horas e corresponde ao periodo intrinseco do oscilador circadiano (z), devido ao
controle gque este exerce sobre a ritmicidade do comportamento do animal (Marques et
al., 2003). Por esse motivo, geralmente é possivel deduzir o periodo e fase do oscilador

circadiano a partir da analise do registro do ritmo de atividade e repouso.

Para analisar as caracteristicas do ritmo de atividade e repouso dos animais, utilizamos
graficos chamados de actogramas (Marques et al., 2003). Nesse tipo de gréafico, a
variacdo comportamental é exibida em funcdo do tempo, sendo que cada linha representa
um dia de registro e o dia seguinte se inicia na linha abaixo do anterior (Figura 2A). Ao
visualizar o registro temporal de atividade dessa forma, podemos verificar, por exemplo,
se o0 inicio do ritmo de atividade ocorre no mesmo horario em dias consecutivos. Caso
essa pontualidade esteja presente, € possivel dizer que o ritmo observado tem periodo de
24 horas (Figura 2). Neste trabalho, a extensdo do registro, em nimero de dias, sera
indicada por D. Os registros hipotéticos da figura 2, por exemplo, possuem D =5 dias.
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Figura 2. Representacdo hipotética de um ritmo de atividade na forma de actograma, sem
sobreposi¢des (A) e sobreposto ao ciclo de claro/escuro (CE) do ambiente (B). Nesse tipo de grafico,
0 eixo X indica os horarios do dia e cada dia é representado em uma linha horizontal. O dia sucessivo
do registro é exibido abaixo do anterior. Barras pretas: ocorréncia de atividade. Fundo cinza: fase

de escuro do dia.

Simultaneamente ao registro do ritmo de atividade, podemos medir a intensidade de
iluminacdo do ambiente ao longo do dia. A proporcéo entre a duragdo da fase do dia em
que ha luz (fase de claro) e a duracdo da fase em que ndo ha luz (fase de escuro) é
chamada fotoperiodo (Refinetti, 2016). Ao sobrepor o registro do fotoperiodo ao
actograma da atividade do animal, sera possivel visualizar mais facilmente o intervalo de
tempo entre o inicio da atividade e o inicio da fase de claro (Figura 2B). Esse intervalo
de tempo é um exemplo de relagdo de fase (i) entre o ciclo de claro/escuro e o ritmo de
atividade. A existéncia de relacdo de fase fixa entre o ritmo bioldgico e o ciclo ambiental
define a ocorréncia de sincronizacdo entre os dois (Moore-Ede et al., 1982; Marques et
al., 2003).

1.3. MECANISMOS DE SINCRONIZACAO

A sincronizacdo do ritmo circadiano de um organismo por um ciclo ambiental geralmente
é obtida pela contribuicdo de dois mecanismos: arrastamento, associado ao ajuste do
oscilador enddgeno, e mascaramento, associado a reacdo do organismo a fatores

ex0genos.



1.3.1. ARRASTAMENTO

Informacdes ambientais ciclicas detectadas pelo organismo sdo transmitidas e
processadas no oscilador circadiano, nos nucleos supraquiasmaticos. Durante 0s
primeiros dias de exposic¢do do animal ao ciclo ambiental diario, o periodo t do oscilador
se ajusta gradualmente ao periodo de 24 horas e a relacao de fase y entre o ritmo bioldgico
e o ciclo ambiental se torna estavel. Esse processo de ajuste temporal do oscilador
circadiano é denominado arrastamento e o ciclo ambiental capaz de arrastar o oscilador é
chamado de Zeitgeber (Marques et al., 2003). O ajuste ocasionado pelo arrastamento é
refletido no periodo e fase do ritmo de atividade expresso pelos animais. No ambiente
natural, a presenca de um mecanismo de temporizacao interna capaz de ser arrastado aos

ciclos ambientais esta associado a antecipacdo de desafios ambientais previsiveis.

1.3.2. MASCARAMENTO

As informacdes ambientais detectadas pelo organismo também séo transmitidas a outras
vias, nas quais ndo ha participacéo do oscilador circadiano. Isso permite que o0 organismo
possa reagir imediatamente a uma determinada condigdo ambiental, ndo necessariamente
ciclica, modificando a amplitude do seu ritmo de atividade, sem resultar em ajustes
temporais do oscilador (Marques et al., 2003). Esse processo é chamado de mascaramento
e estd presente, por exemplo, quando um animal diurno se torna inativo durante 0 meio
do dia, como reagdo aguda a temperatura ambiental muito elevada, naquele momento
(Bennett et al., 1984; Kenagy et al., 2002). Dessa forma, o0 mascaramento proporciona
flexibilidade ao organismo, possibilitando rea¢cGes a mudancas abruptas ou imprevisiveis

no ambiente (Marques et al., 2003).
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CAPITULO 2. LABORATORIO E CAMPO

2.1. EXPERIMENTOS CRONOBIOLOGICOS EM CAMPO

O estudo dos animais em seu ambiente natural nos permite compreender aspectos
ecoldgicos e a importancia adaptativa dos ritmos biologicos (Halle & Weinert, 2000;
Marques & Waterhouse, 2004; Forrest & Miller-Rushing, 2010). A observacdo da
dimensao temporal na historia natural dos seres vivos é antiga, sendo que as primeiras
documentacdes de ritmos biologicos ocorreram ha séculos atras e se focaram
principalmente em eventos sazonais. As descri¢fes sistematicas de ritmos diarios séo
mais raras e relativamente recentes (Forrest & Miller-Rushing, 2010; Rotenberg et al.,
2003).

Para que uma amostragem do ritmo diario de atividade de determinada espécie seja
informativa, do ponto de vista cronobiologico, ela deve ser feita, idealmente, durante dois
ou mais dias, em intervalos de tempo multiplos de 24 horas, a depender dos objetivos e
limitacGes do experimento (Benedito-Silva, 2003). Em campo, a coleta dos dados de
atividade pode ser realizada por diversas técnicas, que foram divididas em duas
categorias, por Ropert-Coudert & Wilson (2005): observacdes a distancia e observacoes
feitas diretamente sobre o animal. Dentre as técnicas de observacado a distancia, destacam-

Se:

e Observagdes visuais diretas;

e Armadilhas do tipo "live-trap", principalmente no caso de animais noturnos;

e Detectores de passagem, em pontos fixos do habitat do animal, como na entrada
de suas tocas ou tdneis, no caso de diversos pequenos mamiferos (Halle &
Weinert, 2000);

e Céameras com iluminacdo infra-vermelha e sensibilidade a movimento.

Esses registros sdo realizados em pontos fixos do ambiente, o que pode ndo cobrir a
atividade total do animal, além de requererem certo nivel de esfor¢o para a coleta de dados
ao longo das 24 horas do dia. O desenvolvimento de novas tecnologias permitiu diminuir
a restricdo dos registros quanto a &rea de deteccdo, dando surgimento a técnicas de

registros feitos diretamente sobre o animal. Dentre essas técnicas, a radio-telemetria €
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uma das mais comuns, na qual os animais sdo marcados com colares contendo
transmissores de sinais de alta frequéncia e sua posicdo espacial deve ser amostrada
manualmente, utilizando receptores desses sinais (Halle & Weinert, 2000), o que ainda
demanda esfor¢co de amostragem ao longo de 24 horas. Adicionalmente, conforme
observado em Rado et al. (1993), a amostragem de atividade do animal é feita, em geral,
durante poucos minutos a cada intervalo de registro (tipicamente 30 minutos ou 1 hora),
0 que pode ndo representar 0 comportamento realizado pelo animal na maior parte do

tempo.

A técnica de bio-logging é uma das mais recentes empregadas para caracaterizagdo de
ritmos bioldgicos em campo (Ropert-Coudert & Wilson, 2005; Dominoni et al., 2017).
Assim como na telemetria, os registros ndo dependem de pontos fixo no ambiente, porém,
no bio-logging, o aparelho aderido ao animal (chamado de logger) realiza as medidas de
interesse automaticamente, em intervalos de tempo programados, e as armazena na
memodria interna do préprio dispositivo (Ropert-Coudert & Wilson, 2005). Sendo assim,
essa técnica ndo requer esforco para realizar amostragens ao longo das 24 horas e nédo
possui nenhuma restricdo quanto a area de alcance. Por outro lado, para grande parte dos
loggers, 0 acesso aos dados coletados apenas pode ser feito no final do registro. Nesse
sentido, para a obtencdo dos dados, os animais contendo loggers devem ser recapturados
do campo (Ropert-Coudert & Wilson, 2005), o que constitui um desafio no estudo de
presas, animais com area de vida ampla ou cujo habitat é de dificil acesso. Esse sistema
também implica que o logger deve ser resistente as condi¢cdes adversas do ambiente
natural e que o tempo de registro ird depender da capacidade de armazenamento do
dispositivo e da duracao de sua bateria. Além disso, ao aplicar essa técnica de registro, é
importante levar em consideracdo as perturbacGes causadas pelos proprios loggers no
comportamento dos animais (Ropert-Coudert & Wilson, 2005), verificando se o peso do
aparelho, o tamanho e a estratégia utilizada para aderi-lo ao animal sdo adequados para a

espécie em estudo.

De forma geral, nos registros de campo, a analise dos ritmos de atividade coletados e a
busca por possiveis associa¢cdes com o0s ciclos ambientais se torna mais complexa, em
relacdo aos registros de laboratério, pois a atividade dos animais é influenciada
simultaneamente por diversas variaveis ambientais (Halle & Weinert, 2000; Marques &
Waterhouse, 2004).
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2.2. EXPERIMENTOS CRONOBIOLOGICOS EM LABORATORIO

A possibilidade de manipular e controlar variaveis ambientais em laboratério tornou
viavel investigar o funcionamento de diversos mecanismos fisiolégicos associados a
atividade (Halle & Weinert, 2000; Randall et al., 2002). Na &rea da Cronobiologia, a
manipulacdo dos ciclos ambientais em laboratério permitiu compreender as propriedades
dos osciladores circadianos (Rotenberg et al., 2003) e é uma ferramenta essencial para
realizar diversos experimentos fundamentais, como os testes de Zeitgeber e de
mascaramento. Quanto a caracterizacdo de ritmos bioldgicos, o ambiente de laboratério
foi o primeiro a ser utilizado para registrar padrdes temporais de atividade dos animais,
pela facilidade para observar comportamentos especificos e por fornecer diversas
possibilidades para quantificar variaveis fisiol6gicas e comportamentais com precisdo e
automatizacao do registro ao longo das 24 horas (Moore-Ede et al., 1982; Halle &
Weinert, 2000; Spruijt & DeVisser, 2006). As principais técnicas de registros
automatizados de atividade locomotora em laboratorio sdo (Vorhees et al., 1992; Halle &
Weinert, 2000):

e Roda de atividades;

e Detectores de movimento por infra-vermelho;

e Detectores eletromecanicos ou micro-interruptores instalados em tdneis, entradas,
ninhos e recipientes de comida e agua;

e Cameras sensiveis a movimento.

2.3. ESTUDO DA RITMICIDADE EM TUCO-TUCOS, EM CAMPO E

LABORATORIO

Nosso grupo estuda a ritmicidade diaria e sazonal de uma espécie de tuco-tucos
(Ctenomys aff. knighti) das trés que possivelmente habitam a provincia de La Rioja, no
noroeste da Argentina (Valentinuzzi et al., 2009). O centro de pesquisas onde 0s
experimentos do grupo sdo realizados localiza-se no povoado de Anillaco (26°48°S;
66°56’0; 1445m), onde 0s tuco-tucos ocorrem naturalmente. Essa localizagdo nos
permite realizar experimentos em laboratdrio e em campo, no habitat natural dos tuco-

tucos.
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Em laboratorio, foram realizados estudos de caracterizagdo do ritmo diario de atividade
dos tuco-tucos, nos quais foi concluido que ha ritmicidade diaria robusta na atividade
locomotora, atividade em roda e temperatura corporal, sendo que 0s animais Sao
expressamente noturnos. Além disso, a ritmicidade persiste quando 0s animais sao

mantidos em escuro constante (Valentinuzzi et al., 2009; Tachinardi et al., 2014).

2.3.1. CARACTERIZACAO DA ATIVIDADE EM CAMPO

Dentre os métodos de registro citados no item 2.1, muitos apresentam limitacdes para o
registro da atividade de roedores subterraneos ao longo das 24 horas. Observagdes visuais
diretas, ja realizadas pelo nosso grupo (Tomotani et al., 2012), evidenciaram que 0s tuco-
tucos saem a superficie em episddios dispersos ao longo do dia, com duracao de até 60
minutos, principalmente para forrageamento e remogé&o de terra dos tuneis (Tomotani et
al., 2012). Porém, assim como os detectores de passagem, a técnica de observacao direta
permite registrar a movimentacao do animal apenas em pontos especificos e na superficie,
sendo que os tuco-tucos realizam a maior parte de suas atividades no subterraneo. A
telemetria ndo possui essa desvantagem e € aplicada, inclusive, em grande parte dos
estudos do padréo de atividade de roedores subterraneos (Jarvis, 1973; Gettinger, 1984;
Urrejola et al., 2005; Estevan et al., 2016; Vlasata et al., 2017). Entretanto, as tentativas
anteriores de registro da atividade dos tuco-tucos com radio-telemetria, realizadas pelo
nosso grupo (Tomotani, 2011), resultaram em amostragens imprecisas da localiza¢ao dos
animais (erro de 200 m?), o que impossibilitou, na época, a quantificacio da
movimentacdo de cada animal a cada hora do dia. Dessa forma, a telemetria ndo foi
eficiente para detectar movimentos diarios de curtas distancias realizados por esses tuco-

tucos no subterraneo.

Recentemente, 0 método de bio-logging passou a ser utilizado, primeiramente com 0 uso
de loggers detectores de luz miniaturizados, da Migrate Technology, UK (serdo referidos
neste trabalho como luximetros), para caracterizar o padrdo temporal diario de exposigdo
a luz dos tuco-tucos (Fléres et al., 2016). Os luximetros foram compativeis com o
tamanho dos tuco-tucos, apresentaram alta resisténcia ao ambiente subterraneo e alta
capacidade de armazenamento de dados (dimensdes 15 x 6 X 6 mm; peso 0.65g;

capacidade de 2 anos de registro de iluminancia a cada 5 minutos). Por outro lado, como
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a taxa de recaptura dos tuco-tucos em campo € baixa, houve a necessidade de manter 0s

animais em arenas semi-naturais para aumentar a chance de recuperacao dos loggers.

Os momentos em que 0s tuco-tucos se expdem a luz coincidem temporalmente com os
momentos em que eles emergem a superficie (atividade de superficie). Dessa forma, o
registro do luximetro também fornece o padrao temporal de atividade de superficie dos
tuco-tucos, durante os horarios do dia em que ha luz solar. Neste projeto, com a intencdo
de caracterizar o ritmo de atividade dos tuco-tucos nas arenas semi-naturais, utilizamos,
além dos luximetros, loggers detectores de movimento (acelerdbmetros), que registram a
aceleragdo dos animais nas trés dimens@es espaciais (Technosmart, Italia). Portanto, com
os acelerdmetros, obtivemos o registro de atividade geral dos tuco-tucos, que abrange a
atividade de superficie e a do subterraneo. Pelo seu nivel de precisdo, amostragem
automatica de alta frequéncia (de 1 a 25 Hz) e independéncia de pontos fixos no ambiente,
0 acelerbmetro é mais informativo em relacdo aos métodos apresentados anteriormente
(Collins et al., 2015; Dominoni et al., 2017) e se mostrou mais adequado para o registro

da atividade dos tuco-tucos.

2.3.2. RITMOS DIARIOS E SAZONAIS EM CAMPO E LABORATORIO

Em diferentes grupos de mamiferos e aves foi observado que o padrao temporal diario de
atividade dos animais se modifica ao longo do ano, acompanhando as variacdes de
fotoperiodo. No verdo, quando os dias sdo mais longos, a duracdo da atividade diaria
(alfa) dos animais diurnos é maior e, no inverno, quando os dias sdo mais curtos, o alfa é
menor. O contrario ocorre com o alfa dos animais noturnos, que é menor no verao e maior
no inverno (Daan & Aschoff, 1975).

Diversas hipoteses foram propostas para explicar essas variagdes anuais. Dentre agquelas
com enfoque nos fatores enddgenos, foi proposto que as variacdes de alfa sdo devidas aos
diferentes padrdes de arrastamento (definido em 1.3.1) do oscilador circadiano por
diferentes fotoperiodos ao longo do ano (Daan & Aschoff, 1975; Elliott, 1976). Outras
com enfoque nos fatores exdgenos, propdem a ocorréncia de mascaramento da atividade
dos animais (definido em 1.3.2) ao longo do ano por determinadas condi¢cdes ambientais
importantes no contexto de cada espécie, como, por exemplo, as mudancgas sazonais de
temperatura ambiental para pequenos roedores de ambientes desérticos ou do Artico
(Chappell & Bartholomew, 1981b; Kenagy et al., 2002; Long et al., 2005).
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Para os tuco-tucos Ctenomys aff. knighti, obtivemos evidéncias de variacdo sazonal da
atividade de superficie diaria, a nivel individual, provenientes de observacdes visuais
diretas (Tomotani et al., 2012) e de dados do luximetro, obtidos na minha iniciacéo
cientifica (Figura 3). Essa variacdo ndo se limitou apenas a duracdo da atividade. No
verdo, 0s animais apresentaram atividade de superficie bimodal, ocorrendo em horarios
proximos aos crepusculos e, no inverno, atividade unimodal, com maior frequéncia no

meio do dia.

Verao Inverno

100
100

#160 #153

80
|
80
|

60
60

Tempo de exposi¢éo a luz (%)
Tempo de exposicéo a luz (%)

o _| o _|
< <
) ) il
o [l_] O = &ll, o T T |_I| -
01:00 06:00 11:00 16:00 21:00 01:00 06:00 11:00 16:00 21:00
Horério do dia Horario do dia

Figura 3. Sazonalidade dos padrdes diarios de exposicéo a luz (atividade de superficie) de tuco-tucos
mantidos em arenas semi-naturais durante as esta¢Ges de verado e inverno de 2015. Cada gréafico exibe
dados do registro de 7 dias de um individuo. Barras amarelas: média da porcentagem de tempo por

hora em que os tuco-tucos permaneceram na superficie.

A sazonalidade que observamos se assemelha aquela obtida para os coruros
(Octodontidae) e roedores epigeos (Chappell & Bartholomew, 1981b; Kenagy et al.,
2002; Rezende et al., 2003; Long et al., 2005). Nesses trabalhos, foi proposto que 0s
niveis de atividade constituiam reacfes diretas a temperatura ambiental e, portanto, as
variagdes sazonais se deviam ao mascaramento. No verdo, a atividade crepuscular seria
resultante da inibicdo da atividade nas altas temperaturas do meio dia e o contrério
ocorreria no inverno, quando os animais concentravam sua atividade em temperaturas
mais amenas do meio do dia. Adicionalmente, considerando o contexto ambiental dos
tuco-tucos Ctenomys aff. knigthi, habitantes do subterrdneo e do deserto, hd outras
variaveis ambientais que, potencialmente, podem alterar o horério das saidas a superficie
por mascaramento, como a ocorréncia de chuvas e incidéncia de vento (Tomotani et al.,
2012).
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Por outro lado, a variacdo sazonal da atividade de superficie dos tuco-tucos também é
condizente com os dados apresentados em Daan & Aschoff (1975), nos quais a variacao
do alfa ao longo do ano corroborava a existéncia de mecanismos enddgenos responsivos
ao fotoperiodo. Sabendo que o ritmo de atividade dos tuco-tucos em laboratério € capaz
de se arrastar ao ciclo claro/escuro e até a padrdes irregulares de exposicdo a luz (Flores
et al., 2016), existe a possibilidade de que a sazonalidade observada seja resultante de
arrastamento diferenciado do oscilador circadiano ao ciclo claro/escuro de fotoperiodos
diferentes em cada época do ano. Como primeiro passo para compreender a variacao
sazonal da atividade de superficie dos tuco-tucos, verificaremos a relagdo dessa
sazonalidade com as variacGes ambientais, dando maior énfase a temperatura. Nesse
sentido, também pretendemaos verificar a ocorréncia de sazonalidade da atividade em roda
dos tuco-tucos em laboratério, onde estardo expostos ao fotoperiodo natural e a

temperatura ambiental sera mantida constante.

2.4, CARACTERIZACAO DE VARIAVEIS AMBIENTAIS EM LABORATORIO E

CAMPO

Ao associarmos determinado processo fisiolégico a uma varidvel ambiental como a
temperatura do ar (Ta), por exemplo, estamos assumindo que a Ta medida corresponde
aquela percebida pelo organismo em seu microambiente. Em um laboratério fechado, sem
janelas que produzam iluminacdo heterogénea e sem correntes de ar, um termémetro em
equilibrio térmico com o ambiente indicard 0 mesmo valor de Ta, independente de sua
localizacédo. Entéo, nesse caso, consideracdes sobre o microambiente do animal ndo terdo
grande impacto na andlise da associacdo entre a variavel biologica e a ambiental. Ja em
um experimento de campo, a localiza¢éo do termometro (sob o sol ou sombra, local mais
ou menos ventilado) poderd alterar em grandes proporcGes a medida de temperatura
ambiental e, entdo, ao definir qual Ta o organismo esta percebendo, é necessario levar em

conta as propriedades da troca de calor entre o animal e 0 ambiente.
Os processos pelos quais ocorre troca de calor sdo denominados (Randall et al., 2002):

e conducdo, que consiste na transferéncia de energia cinética entre dois corpos em

contato, sendo que o fluxo de calor ocorre do objeto mais quente para o mais frio;
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e evaporacdo, em que a dissipagdo de calor ocorre por meio da passagem de um
liquido para o estado gasoso;

e convecgdo, na qual um fluido em movimento intermedia a transferéncia de calor;

e radiagdo, em que as ondas eletromagnéticas transportam energia térmica do

objeto mais quente para o mais frio, independente do contato direto entre objetos.

Dentre diversos fatores comportamentais e fisiologicos, as caracteristicas fisicas da
pelagem dos animais podem alterar de forma importante a taxa de troca de calor por
convecgdo e radiacdo. O movimento de ar causado pelo vento mantém o fluxo de calor
entre a pele e o ar e, como consequéncia, acelera a dissipa¢do/ganho de energia térmica
do animal. A presenca de pelos ou penas diminui a velocidade do vento que chega
proximo a pele e, entdo, cria barreiras que atenuam o efeito da convecgdo (Chappell,
1980; Schmidt-Nielsen, 1997). A radiagdo emitida pelo sol ocorre nos comprimentos de
onda da faixa da luz visivel e a eficiéncia de um objeto para absorver a radiagéo solar
depende da sua cor e area de superficie exposta. Pelagens mais escuras absorvem radiacédo

solar mais eficientemente (Schmidt-Nielsen, 1997).

Um dos métodos para obter uma medida de Ta mais proxima daquela percebida pelo
animal é calcular a temperatura operativa desse animal em determinado ambiente. A
temperatura operativa € aplicada a estudos ecofisiolégicos como um indice que mede o
ganho de energia térmica do animal, levando em consideracdo os processos de convecgdo
e radiagdo que ocorrem entre o animal e seu ambiente natural (Bakken, 1980). Isso
permitiu utilizar esse indice para estabelecer comparac@es entre as condi¢Oes termais de
campo e as de laboratorio (Bakken, 1980). A formula utilizada para calcular a temperatura
operativa inclui uma variavel que é medida em campo: a temperatura no interior de um
modelo de metal, com a mesma dimensdo e forma do animal em estudo, coberto com sua
pelagem e exposto ao ambiente de interesse (Chappell & Bartholomew, 1981a; Bakken
et al., 1985). Existe grande diferenca entre essa medida e a Ta amostrada dentro de um
protetor contra radiacdo. Obtivemos, por exemplo, o registro da temperatura corporal de
um tuco-tuco morto (Tm) na superficie de uma arena semi-natural, exposto ao sol e o
comparamos com a Ta desta mesma area. Ao longo do dia, com o ciclo diario de
intensidade de iluminacdo solar e de temperatura, se torna evidente a maior amplitude da
variacdo da Tm em relacdo a da Ta (Figura 4). Quando o animal esta vivo, seu ganho de
calor ao se expor ao sol, na superficie, serd melhor estimado observando Tm do que

observando a Ta deste ambiente.
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Figura 4. Temperatura corporal do tuco-tuco #201 antes e depois de morto na superficie de uma
arena semi-natural. A temperatura foi medida por meio de um logger (iButton, Maxim Integrated,
USA) implantado intraperitonealmente. O registro da temperatura do animal (linha preta) foi
comparado a temperatura do ar, medida no interior de um protetor contra radiagéo, a 2m do solo
(linha azul). Seta vermelha: momento estimado da morte do animal. Enquanto vivo, este animal

endotérmico manteve ritmicidade diaria de amplitude reduzida.

2.5. OBJETIVOS DESTE PROJETO

e Caracterizacdo do ritmo diario de atividade/repouso dos tuco-tucos em ambiente
semi-natural, ao longo do ano, utilizando sensores miniaturizados para discriminar
atividade geral e de superficie;

e Verificacdo sistematica de sazonalidade na atividade geral e de superficie dos tuco-
tucos;

e Verificacdo do grau de mascaramento da atividade de superficie dos tuco-tucos por
variaveis ambientais, em especial a temperatura ambiental;

e Verificacdo de sazonalidade no ritmo diario de atividade em roda de tuco-tucos

mantidos em laboratério, sob fotoperiodo natural e temperatura constante.
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CAPITULO 3. EXPERIMENTOS

3.1. POPULACAO DE ESTUDO, CAPTURAS E MANUTENCAO DOS ANIMAIS

A regido onde ocorrem 0s tuco-tucos da espécie Ctenomys aff. knighti esta inserida no
norte do deserto do Monte, cujo clima é semi-arido a arido. A média anual de temperatura
nesse deserto é proxima de 17°C, sendo que a amplitude térmica diéria alcanca 15°C
durante a maior parte do ano, evidenciando a caracteristica continental do clima dessa
regido (Labraga & Villalba, 2009). A média anual de precipitacdo estd entre 100 e
450mm. As chuvas estdo geralmente limitadas ao verdo e a época de seca pode durar mais
de sete meses (Abraham et al., 2009). Os solos sdo arenosos e a vegetagdo predominante
deste bioma €é um estepe arbustivo, caracterizado por plantas das familias
Zygophyllaceae, Fabaceae e Cactaceae (Fracchia et al., 2011; Aranda-Rickert, 2014).
Dentro do povoado de Anillaco, 47 tuco-tucos (Ctenomys aff. knighti) adultos (160g +
53g, 24 fémeas e 23 machos) foram capturados ao longo de 2016 e 2017, por meio de
armadilhas de PVC (Tomotani et al., 2012) enterradas na entrada de suas tocas. Os
animais capturados foram levados para o laboratério, no Centro Regional de
Investigaciones Cientificas y Transferencia Tecnologica (CRILAR), localizado no
mesmo povoado. No biotério, os tuco-tucos foram pesados, sexados e colocados em
gaiolas de acrilico (53x29x27 cm). Os individuos foram identificados por microchips
injetados subcutaneamente (Capri, Tecnologia Allflex®, Brasil). As gaiolas foram
mantidas em um ambiente com temperatura de 22 + 1°C, iluminacao natural, por meio da
janela do laboratério, e sujeito a ruidos minimos. Os animais foram alimentados
diariamente em horarios variados. A alimentacdo foi composta de cenoura, batata-doce,
aveia, semente de girassol, racdo para roedores e verduras. Assim como diversos

pequenos mamiferos, os tuco-tucos ndo bebem agua (Buffenstein, 2000).

Dos tuco-tucos capturados, 29 (1659 + 58¢; 15 fémeas e 14 machos) foram alocados para
0 experimento nas arenas semi-naturais, onde registramos o ritmo de atividade de
superficie e atividade geral dos animais. Os 18 tuco-tucos restantes (1529 + 42¢; 9 fémeas
e 9 machos) permaneceram no biotério, expostos ao fotoperiodo natural, para registro do

ritmo de atividade em roda.
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Todos os procedimentos deste trabalho seguiram as normas do American Society of
Mammalogists for animal care and handling (Sikes & Gannon, 2011), foram aprovados
pela CEUA do Insituto de Biociéncias — USP (n° 273/2016) e autorizados pela Direccion
General de Ambiente y Desarrollo Sustentable — Secretaria de Ambiente del Ministério
de Produccion u Desarrollo Local, La Rioja, Argentina (n° 028/2010 e 062/2008).

3.2. ARENAS: RITMO DE ATIVIDADE EM AMBIENTE SEMI-NATURAL

3.2.1. ARENAS SEMI-NATURAIS

As trés arenas semi-naturais utilizadas foram construidas em uma area com vegetacao
nativa, naturalmente habitada por tuco-tucos, e séo delimitadas por telas de arame, acima
da superficie, e por barreiras de concreto, abaixo do solo (Figura 5). Cada arena abrigou
um animal por vez. Na arena 3, que possui menor tempo de uso e maior espaco disponivel
para novos tuneis, foram mantidos até dois animais simultaneamente, desde que
apresentassem boa convivéncia (29 ou 2J). A alimentag¢do dos animais nas arenas foi

composta da vegetacdo natural presente nesta area.

Figura 5. Visdo geral das arenas semi-naturais construidas dentro do terreno do CRILAR, Anillaco,

La Rioja, Argentina. As dimensfes de cada arena estdo especificadas acima das fotos. Todas sdo

delimitadas até 1m abaixo do solo por barreiras de concreto.
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3.2.2. VARIAVEIS AMBIENTAIS

A estacdo meteoroldgica (HOBO®, empresa Onset, USA), localizada a 1m da arena 2,
com altura aproximada de 2m, forneceu o registro continuo de temperatura do ar, umidade
relativa do ar e velocidade do vento, com intervalo de registro de uma hora. Os sensores
de temperatura e umidade relativa do ar foram colocados dentro de um protetor contra
radiacdo solar. Também foram registradas a temperatura a 20, 40 e 60 cm abaixo do solo
e a temperatura operativa, na superficie, a cada hora. Para essas Ultimas medidas foram
utilizados sensores do tipo logger (HOBO®, empresa Onset, USA). De forma similar ao
descrito em Bennett et al. (1984) e Kenagy et al. (2002), a temperatura operativa foi
medida por um sensor de temperatura encapado com cobre e inserido dentro de um animal
taxidermizado, preenchido com algodédo (“manequim”). Durante o registro, 0 manequim
foi mantido na superficie, em uma &rea exposta a luz do sol e cercada por telas de arame,
para protecdo contra predadores. Obtivemos informacg6es sobre os dias de solsticio e
equinocio e sobre a variacdo anual de fotoperiodo em La Rioja a partir de dados
disponiveis on-line (Time and Date AS, Noruega. https://www.timeanddate.com). As
estacOes do ano foram definidas com base nos dias de solsticio e equindcio, da seguinte

forma:

e Verdo: do dia 21/12 ao 19/03,;

e Outono: do dia 20/03 ao 20/06;

e Inverno: do dia 21/06 ao 21/09;

e Primavera: do dia 22/09 ao 20/12.

3.2.3. MEDIGOES DO RITMO DE ATIVIDADE DOS ANIMAIS

No experimento realizado nas arenas semi-naturais, utilizamos dois loggers para registrar
a atividade de superficie e a atividade geral dos tuco-tucos. A sobreposicdo dos dados
dos loggers também permitiu deduzirmos o componente da atividade que 0s tuco-tucos

realizam no subterraneo.

O registro do ritmo diario de atividade de superficie dos tuco-tucos foi feito por luximetro
com dimens@es 15 x 6 x 6 mm e peso 0.65g (W65, Migrate Technology, UK). Loggers
ja ativados foram presos no dorso dos tuco-tucos por meio de um colar feito com uma

abracadeira de nylon envolta em silicone, para menor incbmodo do animal (Figura 6). O
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registro da intensidade luminosa foi feito a cada 5 minutos, com sensibilidade para valores
entre 1 e 19000 lux.

Além da atividade de superficie, utilizamos acelerdmetros, com dimens@es 23 x 12 x 10
mm e peso 29 (Axy-3, TechnoSmart, Italia), para registrar o ritmo diario de atividade
geral dos tuco-tucos nas arenas semi-naturais. Para isso, 0s loggers foram afixados nos
colares dos animais, da mesma forma que os luximetros (Figura 6), e posteriormente
foram ativados por um interruptor magnético. O acelerdbmetro registrou um valor de
aceleracdo a cada segundo, para cada um dos trés eixos (XYZ) de movimentagéo.

Por ser a primeira vez, no nosso grupo, que utilizamos acelerdbmetros para medir a
atividade dos animais em ambiente semi-natural, foram realizados testes preliminares de
curta duracgdo, antes da adocédo definitiva deste logger no experimento das arenas. Além
disso, animais com acelerbmetros sempre permaneceram em observacao, no laboratério,
pelo menos durante as 24 horas anteriores a liberagdo nas arenas semi-naturais. Em
laboratorio, verificamos que os animais ndo demonstravam sinais de desconforto
provocados pelo logger e que eram capazes de realizar suas atividades da mesma forma

gue os animais sem logger.

mlm’i

Figura 6. Estratégia utilizada para fixar os loggers aos tuco-tucos. Esquerda: exemplo de colar
montado, protegido por tubo de silicone e contendo luximetro (parte superior) e acelerdmetro (parte
inferior). Centro: detalhe do pescoco de um animal com colar contendo luximetro (regido dorsal) e

acelerémetro (regido ventral). Direita: animal na gaiola com colar.

3.2.4. PROTOCOLO INICIAL

O nosso plano original consistia do seguinte cronograma de uso das arenas (Figura 7): no
inicio de 2016, 4 animais seriam liberados com luximetro nas arenas semi-naturais, onde

permaneceriam por um ano. Ainda no verdo, mais 3 animais seriam liberados com
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acelerdmetro por aproximadamente 10 dias (Figura 7), com o objetivo de avaliar a técnica
utilizada para prender o logger ao colar dos animais e as condi¢des de sobrevivéncia do
animal com logger, checando se havia perda de peso igual ou maior que 20% do peso
anterior a liberagdo, o que indicaria condi¢do ndo-permissiva (Sikes & Gannon, 2011).
Em 2017, mais 6 animais seriam liberados durante as estacdes de verdo e inverno, para
aumentar o numero amostral dos registros. Apds a recaptura, os animais seriam alocados
para o biotério e disponibilizados para outros experimentos do grupo. O colar contendo

os loggers seria retirado e os dados, descarregados.
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Figura 7. Planejamento inicial das liberacdes de tuco-tucos nas arenas semi-naturais ao longo dos

anos de 2016 e 2017. O tempo planejado de permanéncia de cada individuo, em cada arena, esta
representado pela extenséo dos retdngulos em vermelho.
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3.3. LABORATORIO: MEDIDA DO RITMO DIARIO DE ATIVIDADE EM RODA

Simultaneamente ao experimento em arena semi-natural, registramos, durante um ano, o
ritmo diario de atividade em roda de tuco-tucos mantidos em laboratorio. Conforme
descrito na se¢do 3.1, os animais foram mantidos individualmente em gaiolas de acrilico
(53 x 29 x 27 cm), em um ambiente exposto ao fotoperiodo natural, com temperatura de
22 + 1°C e sujeito a ruidos minimos. A alimentagdo, composta de cenoura, batata-doce,
aveia, semente de girassol, racdo para roedores e verduras, foi fornecida diariamente em
horarios variados. As gaiolas foram equipadas com roda de atividades, de diametro 23cm,
largura 10cm e 1 cm de espacamento entre as barras. Os registros da roda foram
armazenados diretamente em computador, a cada 5 minutos, por meio do ArChron Data
Acquisition System (Simonetta System, Universidad Nacional de Quilmes, Buenos
Aires).

3.4. ANALISES GERAIS

Inicialmente, calculamos a porcentagem de recapturas obtidas no total, em cada ano e em
cada semestre dos anos de 2016 e 2017. Os registros do luximetro, obtidos a cada 5
minutos, foram classificados em saidas ou ndo-saidas dos animais a superficie,
considerando que valores maiores que 2 lux corresponderam a saidas. Este limiar foi
estabelecido com base na sensibilidade dos aparelhos. Com os dados obtidos pelo
acelerdmetro, nos trés eixos de movimentacdo (XYZ), foi calculada a Overall Dynamic
Body Acceleration (ODBA) de cada animal de acordo com o método empregado em
Williams et al. (2016). Para cada eixo, a média movel dos registros foi calculada,
utilizando uma janela de 10 segundos, e foi descontada dos valores brutos. Os valores
resultantes para X, Y e Z, em médulo, foram somados, resultando na ODBA. Episédios
de atividade de determinado animal foram definidos, a cada 5 minutos, como valores de

ODBA acima da média aritmética de todos os valores obtidos para este animal.

As saidas a superficie foram visualizadas em forma de actogramas, confeccionados por
meio do programa El Temps (A. Diez-Noguera, Universitat de Barcelona, 1999), para
acompanhar a variagdo da distribuicdo temporal dos episddios de saidas ao longo do ano.

Os registros de atividade também foram apresentados em actogramas, sobrepostos as
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saidas a superficie, para avaliarmos qualitativamente a associacdo temporal entre essas

duas variaveis.

Calculamos a porcentagem de tempo, em relacdo as 24 horas do dia, em que 0s animais
apresentaram episodios de atividade geral (“atividade” vs “repouso”). Do total da
atividade de cada dia, calculamos a porcentagem de atividade diurna (“diurna” vs
“noturna”) (Figura 8), levando em considerac¢do a mudanca do fotoperiodo ao longo do
ano. Para isso, utilizamos a seguinte formula da porcentagem de atividade diurna (P),
modificada de Halle & Weinert (2000):

Xy
— hy,
b= Xep Xep
hy ~ hp
onde Y. c; e Y. cp Sd0 a soma dos registros de atividade obtidos durante o dia e durante a

noite, respectivamente, e h; e hp sdo o comprimento do dia e da noite.

Como observado acima, o luximetro detecta episodios de saidas dos animais apenas
durante a fase de claridade do dia, até os horarios de crepusculo civil. Sendo assim, para
cada dia, também calculamos a porcentagem da atividade diurna que ocorreu na superficie
(“superficie” vs “subterraneo”). A media de todas as porcentagens diarias foi calculada

para cada animal e, a partir dessas, obtivemos a média de cada estacao.

% atividade % repouso

24h

% atividade

% atividade diurna noturna

atividade geral

% atividade | % atividade
superficie | subterraneo

atividade diurna

Figura 8. llustracdo do célculo das porcentagens de atividade realizada pelos tuco-tucos durante o

experimento nas arenas semi-naturais, em 2016 e 2017.

Para verificar a ocorréncia de variagdo sazonal no ritmo diario de atividade em roda, em

laboratorio, e atividade geral, nas arenas, foi feita uma analise de variancia de Welch
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(Welch’s ANOVA) do horério de inicio (onset), fim (offset) e da duragdo (alfa) da
atividade diaria dos animais nas quatro estacGes do ano. A estimativa do onset foi
adaptada de Hut et al. (1999), ap0s o teste de outros metodos buscados na literatura
(Suplementos S.1). Calculamos a média movel dos valores de atividade de cada dia,
utilizando uma janela de 6 horas. O primeiro valor da média movel a ultrapassar a média
aritmética dos valores do dia corresponde ao onset. Ja o offset foi estimado como sendo
0 Ultimo valor da média movel que ultrapassa a média aritmética dos valores do dia. O
alfa da atividade corresponde a diferenca de tempo entre o offset e 0 onset. Para comparar
os dados das estagOes, par a par, foi realizado o teste t de Welch.

3.5. ANALISE DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA AMBIENTAL SOBRE O

RITMO DE ATIVIDADE DE SUPERFICIE NAS ARENAS SEMI-NATURAIS

Com a informacdo das condicdes ambientais no entorno das arenas, pudemos fazer
analises estatisticas relacionando a atividade de superficie dos tuco-tucos com a
temperatura ambiental. Nos célculos a seguir, demos enfoque a temperatura operativa,
por ser mais sensivel e mais relevante para o ambiente térmico dos animais, na superficie
(Kenagy et al., 2002), e a temperatura medida a 20 cm abaixo do solo, por apresentar
maior amplitude de variagdo ao longo do dia do que as medidas a 40 e 60cm. Para
aumentar a amostragem e melhor observar as tendéncias gerais, também foram incluidos,
nos graficos e analises da secdo 4.4, os dados de atividade de superficie dos tuco-tucos
nas arenas coletados em 2015 (verdo: n=6, D=7; inverno: n=6, D=7), durante minha
iniciacao cientifica.

Foi calculada a média da quantidade de registros de superficie a cada hora do dia, em
cada estacdo do ano. Para isso, das 12 linhas de dados do luximetro obtidas a cada hora,
contabilizamos quantas possuiam valor acima de 2 lux e transformamos essa quantidade
em porcentagem por hora. Para os registros de cada animal (D = 7 a 30 dias), obtivemos,
para cada uma das 24 horas do dia, as médias de tempo na superficie. No gréafico final de
cada estacdo, exibimos a média das curvas dos animais (verdo: n=14; outono: n=6;
inverno: n=9; primavera: n=2). Calculamos também a média de tempo na superficie para
cada faixa de temperatura operativa e para cada faixa de temperatura no subterraneo (a

20 cm abaixo do solo). Nesses casos, associamos um valor de temperatura (operativa ou

28



a 20 cm abaixo do solo), coletado a cada hora, com a quantidade de registros de superficie
obtida naquela hora. Calculamos, para cada animal (D = 7 a 30 dias), as porcentagens
médias de registros na superficie, em cada faixa de temperatura. No grafico final,
exibimos a média das curvas dos animais (verdo: n=9; outono: n=6; inverno: n=8;
primavera: n=2). Todos 0s registros obtidos a noite foram excluidos desses calculos, uma
vez que o luximetro ndo nos permite detectar saidas dos animais a superficie quando nédo

ha luz solar.

Para observar o efeito simultdneo do horario do dia e das temperaturas operativa ou no
subterraneo sobre o tempo gasto na superficie, também foi calculada, para cada animal, a
porcentagem média do tempo na superficie a cada hora e faixa de temperatura, resultando
em uma matriz. Para cada estacdo, exibimos a média das matrizes dos animais (verdo:

n=9; outono: n=6; inverno: n=8; primavera: n=2).
*k*k

Como uma tentativa de avaliar o grau de mascaramento execido pelas variacdes
ambientais no tempo que os animais permaneceram na superficie, realizamos uma
Andlise de Regressdo Mudltipla Stepwise, baseada em Long et al. (2005), com
modificacGes. Nessa analise, a varidvel dependente utilizada foi a porcentagem de tempo

na superficie por hora e as seguintes variaveis independentes foram incluidas:

e horario do dia (hora);

e temperatura operativa (tempop);

e temperatura no subterraneo (tempsub);

e numero de identificacdo dos animais aleatorizado (ID);

e umidade relativa do ar (hr);

e velocidade do vento (vvento);

e interacdo entre horério do dia e temperatura operativa (hora:tempop);

e interacdo entre horério do dia e temperatura no subterraneo (hora:tempsub).

Consideragdes sobre as varidveis incluidas na andalise, modificagdes posteriores e 0s
resultados obtidos foram detalhados em Suplementos S.2. Os modelos de regressao
multipla foram ajustados para os dados de cada estacdo, separadamente. Possiveis
correlacBes lineares entre as variaveis independentes foram verificadas por meio de
matrizes de correlacdo (considerando correlagdes significativas quando |r| > 0.5). Para
cada estagdo, o modelo final foi escolhido com base no valor do Critério de Informacéo

de Akaike (AIC) e na auséncia de variaveis independentes correlacionadas.
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CAPITULO 4. RESULTADOS E ANALISES

4.1. RECAPTURAS

Devido as ocorréncias de fuga, mortes e predacao dos animais, o tempo de permanéncia
nas arenas foi sendo ajustado ao longo do projeto, de forma que o protocolo inicial sofreu
modificacGes, incluindo registros com diferentes duragdes de tempo (Figura 9). Do total
de 29 animais liberados nas arenas, em 2016 e 2017, 5 foram liberados duas vezes, devido
a indisponibilidade de individuos em determinadas épocas de registro (Figura 9). No
inicio de 2017, definimos que 30 dias de registro (D = 30) eram suficientes para 0s
objetivos de aumentar o sucesso de recaptura dos individuos e, ao mesmo tempo, obter
registros mais longos do que os anteriores (D maximo = 10). Em 2017, também
instalamos tetos de nylon nas arenas 2 e 3, com a intencdo de impedir a predacdo dos
tuco-tucos por aves, que é frequente dentro do género Ctenomys sp. (Vassallo et al.,
1994). Apesar disso, tanto em 2016 como em 2017, obtivemos menores taxas de recaptura
no segundo semestre (Figura 10), ainda que a porcentagem total de recapturas em 2017

tenha sido maior do que em 2016.

30



Tuco-tucos mantidos nas arenas
2016 - 2017
Arena 1 Arena 2 Arena 3
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Figura 9. Calendario das liberacfes e recapturas de animais nas arenas semi-naturais durante os

anos de 2016 e 2017. O tempo de permanéncia de cada individuo (indicado pelo namero de
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identificacdo e sexo) esta representado pela extensdo dos retangulos. Retangulos vermelhos: animais
recapturados; retangulos azuis: animais ndo recapturados. O simbolo § indica animais encontrados

mortos.

Total

n=29
34 liberagoes
50% recapturas

2016 2017

n=15 n=14

17 liberagbes
47% recapturas

17 liberagdes
53% recapturas

1°semestre

n=8
9 liberagdes
55% recapturas

2°semestre

n=7
8 liberacgoes
37% recapturas

1°semestre

n=7
10 liberagdes
70% recapturas

2°semestre

n=7
7 liberagoes
29% recapturas

Figura 10. Liberacgdes e porcentagem de recapturas bem sucedidas, realizadas durante os anos de
2016 e 2017.

4.2. DADOS AMBIENTAIS COLETADOS

As variaveis medidas pela estacdo meteorolégica, assim como as temperaturas a 20, 40 e
60 cm abaixo do solo foram registradas ininterruptamente durante 2016 e 2017. No geral,
0 ano de 2017 foi mais quente que 2016, tanto em relacdo a média anual quanto as médias
estacionais (Tabela I). A amplitude térmica diaria da temperatura do ar também foi maior
em 2017, porém a das temperaturas medidas abaixo do solo ndo sofreu alteracdes (Tabela
I1). O registro de temperatura operativa foi descontinuo, devido as tentativas de predacéo
do manequim e & degradacdo do couro, que exigiram a troca de manequim a cada
semestre. Por esse motivo, as médias anuais e estacionais dessa variavel ndo foram
calculadas. Apesar disso, sua variacao diaria média foi comparada a das outras medidas
de temperatura (Figura 11). A temperatura operativa foi a medida que apresentou maior
amplitude de variacdo, sendo que o valor maximo foi 62.8°C, as 14:30, obtido em
novembro de 2017, e o valor minimo, -11.8°C, as 8:00, obtido em julho de 2017 (dados
ndo exibidos). Na figura 11, também é possivel notar que os menores valores da

temperatura a 20cm abaixo do solo ocorrem no meio do dia. Em La Rioja, a duragéo do

32



dia é de 10 horas e 15 minutos no solsticio de inverno e de 14 horas e 2 minutos no

solsticio de verdo (Time and Date AS, Noruega. https://www.timeanddate.com).

Tabela I. Médias anuais e estacionais das medidas ambientais obtidas nos anos de 2016 e 2017

Temperaturas (°C) Umidade
2016 . Vento (m/s
Ar 20cm 40cm 60cm Relativa (%) (m/s)
Anual 16.6 22.1 22.1 22.0 60.1 3.2
Verao 23.3 29.7 29.4 28.7 62.0 3.7
Outono 12.3 17.7 18.8 19.5 72.3 2.3
Inverno 11.2 14,5 14.5 14.6 55.5 2.7
Primavera 19.9 26.9 26.1 25.3 50.2 4.0
Temperaturas (°C) Umidade
2017 Ar 20cm 40cm 60cm  Relativa (%) Vento (m/s)
Anual 17.2 23.1 22.9 22.7 54.5 3.4
Verao 23.2 29.7 29.4 29.0 58.3 3.7
Outono 13.8 195 20.2 20.8 64.3 2.9
Inverno 11.7 15.8 15.8 15.9 51.2 2.9
Primavera 20.6 27.3 26.1 25.2 447 4.1

Tabela Il. Médias anuais da amplitude térmica diaria, para a temperatura do ar e a 20, 40 e 60cm
abaixo do solo.

Temperaturas (°C)
Ar 20cm 40cm 60cm
2016 11.6 51 1.1 0.5
2017 12.6 51 1.0 0.4
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Figura 11. Variagdo diaria das medidas de temperatura ambiental coletadas de 2015 a 2017, para
cada estagédo do ano. O valor médio obtido em cada horario do dia esta representado pelos pontos,
com o respectivo desvio padréo representado pelas linhas verticais. A: Dados de temperatura a 20cm
abaixo do solo. B: Dados de temperatura do ar, com protecdo contra radiacdo. C: Dados de

temperatura operativa.

4.3. CARACTERIZACAO DO RITMO DE ATIVIDADE NAS ARENAS SEMI-

NATURAIS

Dentre as 6 tentativas de registro da atividade dos animais com D > 100, em 2016, apenas
uma foi bem sucedida (Figura 9). Foi possivel observar, com os dados do luximetro deste
animal (Figura 12, #193), a transicdo entre os padrdes diarios de atividade de superficie

tipicamente encontrados no verao e no inverno.

Nos registros preliminares utilizando o acelerdbmetro, ndo houve recapturas de animais
sem logger, indicando que o método para fixa-lo no colar havia sido eficiente. A variacao
de peso e a taxa de recaptura dos animais com acelerémetro e luximetro, nas arenas, foi
semelhante a dos animais que possuiam apenas luximetro, indicando que o acelerdmetro

nédo havia alterado as condicGes de sobrevivéncia dos animais.

34



#199 #1908
N I | ] | = [ I
- UL B :
S B R T |} 1218 | il
| ” i
w I |
A ”'l vlilll l lll‘ |
e '{| ¥ ' 22:2-16)- h TR T
fl I(I ] Imul
0 6 12182430364248 @ |
Horas 527-2-161 U'M Iﬂl |
IIIIIII I I||
w1 " 3
$18-2-16 'y MF‘ ¥ 3-3-16| ’/H | I“lh
& [ }W i ik I Il
23-2-16 r T T T T T T T 1 8' 3 16_ "
0 61218 24 350 36 42 48 0 6 12 18 24 30 36 42 48
#202 Horas
[ | ] |
9-3-16 Y ‘ll LY
@ w | ‘: |
=] | I
14-3-16 I
0 6 12 18 24 30 36 42 48
Horas
INVERNO
#221
[ [ 5
2816 | | ll ! 28-7-16
' \
a | |
a7.8-16f ' ! o 2-8-16
HI B
0 6 12 18 24 30 36 42 4 7-8-16

Horas

0 6 12 18

24 30 36 42 4

Horas

35



21-3-16
31-3-16
10-4-16
20-4-16
30-4-16

810-5-16

(]

20-5-16
30-5-16
9-6-16

19-6-16

29-6-16

0 6 12 18 24 30 36 42 48
Horas

Figura 12. Ritmo diario da atividade de superficie de tuco-tucos mantidos em arenas semi-naturais,
no ano de 2016, exibidos em forma de actograma. Para melhor visualiza¢éo dos ritmos, o grafico foi
duplicado, exibindo dois dias por linha. As marcag6es amarelas indicam os episodios em que o animal
saiu a superficie, identificados por registros de iluminacdo maiores que 2 lux. Acima do gréfico, o
fotoperiodo natural em que se iniciou o registro é representado por uma barra com segmentos

escuros (noite) e claros (dia).

Os primeiros dados coletados com o acelerémetro revelaram que, além de estarem ativos
durante o dia, em concordancia com as evidéncias anteriores do grupo (Tomotani et al.,
2012), os tuco-tucos também apresentaram episddios de atividade a noite (Figura 13).
Devido a limitagdo do registro do luximetro apenas durante a fase de claridade, ndo é
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possivel confirmar se a atividade noturna ocorreu na superficie ou no subterraneo.
Durante o dia, alguns dos episddios intensos de atividade foram simultaneos as saidas a
superficie. Houve, ainda, episodios nos quais o animal se encontrava na superficie, mas

nédo apresentava movimentacdo (Figura 13, #201, #221).
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Figura 13. Primeiros registros simultadneos dos ritmos diarios de atividade geral e de superficie de
tuco-tucos mantidos em arenas semi-naturais, em forma de actograma. Os registros de atividade geral
(preto) foram sobrepostos aos registros de atividade de superficie (amarelo) do mesmo animal, para

os mesmos dias. O fotoperiodo natural em que se iniciou o registro é representado acima do gréfico,

por uma barra com segmentos escuros (noite) e claros (dia).

Em 2017, os registros de atividade geral dos animais ao longo do ano, mais longos e
numerosos, confirmaram as observagdes anteriores: a atividade geral estd concentrada
durante o dia, mas ndo estd limitada a esses horarios, ocorrendo episodios esparsos

durante a noite (Figura 14). Também foi observada a mudanga gradual no padréo
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temporal das saidas a superficie ao longo do ano, sendo que os episddios de saidas, no

verdo, ocorrem nos crepusculos e, no inverno, no meio do dia. Os dados obtidos na

primavera indicam que ocorre adiantamento gradual no horario de inicio das saidas ao

longo dos

dias, reestabelecendo o padrdo temporal de atividade de superficie

caracteristico do verdo. Em geral, como os episddios de atividade geral estdo associados

as saidas, também foi possivel observar indicios de varia¢ao anual no registro desse ritmo.
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Figura 14. Ritmo diario de atividade geral e de superficie de tuco-tucos mantidos em arenas semi-

naturais, em 2017, exibido em forma de actograma. Marcag¢des amarelas: horarios em que os animais
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sairam a superficie. MarcacOes pretas: registros de atividade geral. A numerac¢do acima de cada
grafico corresponde a identificagdo do animal. O fotoperiodo natural em que se iniciou cada registro

é representado por uma barra com segmentos escuros (noite) e claros (dia).

Os individuos apresentaram a menor porcentagem diaria de atividade geral e de
superficie na estacdo de verdo e os maiores valores na estacdo de inverno (Tabela I11). No
inverno, cerca de metade da atividade diurna dos animais foi realizada na superficie,
contrastando com 15% da atividade diurna, no verdo. Ja as porcentagens de atividade
diurna ndo variaram de forma téo expressiva ao longo das estacGes. A maioria dos tuco-
tucos estdo moderadamente mais ativos durante o dia do que durante a noite, sendo que
ocorre grande variacdo dos valores de porcentagem entre individuos dentro da mesma
estacdo (Tabela I11).

Tabela I11. Quantificacdo da atividade que 0s animais apresentaram nas arenas semi-naturais, em
cada estacdo do ano. Foi calculada a porcentagem de tempo, em relacdo as 24 horas do dia, em que
0s animais estavam ativos (medida por meio de acelerdmetros) e em repouso; a porcentagem de
atividade diurna e noturna, em relagéo ao total da atividade geral diaria; a porcentagem de atividade

realizada na superficie (medida por meio de luximetros) e no subterraneo, em relagdo ao total da
atividade diurna.

VERAO

n° animal Atividade  Repouso Diurna  Noturna Superficie  Subterraneo
201 46.1% 53.9% 48.3% 51.7% 40.6% 59.4%
220 48.8% 51.2% 61.7% 38.3% 9.4% 90.6%
238 45.2% 54.8% 64.1% 35.9% 8.1% 91.9%
249 58.5% 41.5% 66.6% 33.4% 19.5% 80.5%
222 60.3% 39.7% 59.5% 40.5% 5.7% 94.3%
202 51.0% 49.0% 50.1% 49.9% 10.7% 89.3%
Média 51.7% 48.3% 58.4% 41.6% 15.7% 84.3%

OUTONO

n° animal Atividade  Repouso Diurna  Noturna Superficie  Subterraneo
222 57.7% 42.3% 51.0% 49.0% 13.0% 87.0%
245 59.7% 40.3% 63.6% 36.4% 31.7% 68.3%
220 53.3% 46.7% 63.1% 36.9% 18.1% 81.9%
238 59.4% 40.6% 67.0% 33.0% 37.2% 62.8%
Média 57.5% 42.5% 61.2% 38.8% 25.0% 75.0%

INVERNO

n° animal Atividade  Repouso Diurna  Noturna Superficie  Subterréneo
238 58.5% 41.5% 66.2% 33.8% 35.6% 64.4%
221 64.9% 35.1% 45.1% 54.9% 56.9% 43.1%
Média 61.7% 38.3% 55.6% 44.4% 46.3% 53.7%
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PRIMAVERA

n° animal Atividade  Repouso Diurna  Noturna Superficie  Subterréneo
255 64.8% 35.2% 53.3% 46.7% 10.8% 89.2%
262 54.9% 45.1% 55.4% 44.6% 42.9% 57.1%
Média 59.8% 40.2% 54.3% 45.7% 26.9% 73.1%

Para verificar estatisticamente a ocorréncia de sazonalidade na atividade geral dos
animais nas arenas semi-naturais, foram utilizados os registros obtidos com acelerémetro
durante o ano de 2017. Em geral, foi possivel observar variacdo entre as medias dos
parametros analisados em cada estagdo (onset, offset e alfa), sendo que o alfa € menor no
inverno, condizente com o onset mais tardio e o offset mais adiantado (Figura 15). Apesar
disso, € preciso destacar a expressiva variagdo intragrupos obtida para todos os
pardmetros, principalmente na estacdo da primavera. Conforme a andlise de variancia,
ocorreram diferencas significativas entre as estagdes para onset (p<0.01), offset (p<0.01)
e alfa (p=0.01). Ao comparar os dados das estacdes par a par, encontramos diferencas
significativas no alfa apenas entre verdo — inverno e outono — inverno. Houve diferencas
significativas entre onset e offset que ndo levaram a diferencas no alfa, entre verdo —
outono, inverno — primavera e outono — primavera. Por fim, entre verdo — primavera, foi
encontrada diferenca significativa somente para offset, a qual ndo pareceu ser suficiente
para gerar diferencas em alfa. Os resultados obtidos para os registros nas arenas foram
comparados aqueles obtidos em laboratorio e foram apresentados conjuntamente, no final
deste capitulo (Figura 23).
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Figura 15. Médias de onset, offset e alfa da atividade geral dos tuco-tucos em arenas semi-naturais,
para cada estacdo do ano de 2017. Barras horizontais: desvio padrao. Diferencas significativas sdo
indicadas por *** (p<0.01) ou ** (p<0.05) (Welch).

4.4. INFLUENCIA DA TEMPERATURA AMBIENTAL SOBRE O RITMO DE

ATIVIDADE DE SUPERFICIE NAS ARENAS SEMI-NATURAIS

Assim como foi visto na secdo anterior, observamos, na figura 16, que o tempo de
permanéncia na superficie durante o verdo €, em geral, menor que nas outras estacGes do
ano e as saidas dos animais se concentram nos horérios dos crepusculos, principalmente
no amanhecer. Nesses horarios, a temperatura operativa média € de aproximadamente 15

a 30°C (Figura 11) e vemos, na figura 17, que os animais passam mais tempo na superficie
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nesse mesmo intervalo de temperaturas. O tempo na superficie aparentemente nao esta

relacionado a temperatura no subterraneo, nessa estacao (Figura 18).
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Figura 16. Porcentagem média de registros dos animais na superficie em cada horério do dia, para
cada estacdo do ano, de 2015 a 2017 (Verdo: n=14; Outono: n=6; Inverno: n=9; Primavera: n=2;
média de cada individuo calculada com medidas de D=7 a 30 dias). Linhas verticais representam o

desvio padr&o de cada ponto.

43



Verao QOutono

P - | —_— O
1S =
@ @
2 8- 28
] b
Q o _| 2 o _|
2 © 3 ©
g (=20 g o _|
w < L2
= 2
% o | 2 o |
oy o op N
Q Q
o o
(= e o -
T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Temperatura operativa (°C) Temperatura operativa (°C)
Inverno Primavera
—_ O —_— O
X 27 R 27
2 2
S 8 s 8
] @
Q o _| Q o I
2 © 3 ©
E o | e o | ‘
[ = v =t .
2 2 i L
ap o op N i 1
Q Q
o o ’
o - o | P+
T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
Temperatura operativa (°C) Temperatura operativa (°C)

Figura 17. Porcentagem média de registros dos animais na superficie em funcdo da temperatura
operativa, em cada estagdo do ano, de 2015 a 2017 (Verdo: n=9; Outono: n=6; Inverno: n=8;
Primavera: n=2; D=7 a 30 dias). Linhas verticais: desvio padréo.

44



Verao Outono

o o
= | S
g = g7
38 - 3 8 -
— —
] ° ]
£ 8 - 28 -
%] 2]
o ©
c o c o _|
w w T
O o
w o _| ® o _|
o & ‘N
Q [<%)
-4 [-'4
ol “""‘&—0—\_‘ o ‘
T T T T T T T T T T T T T T T T
5 10 15 20 25 30 35 40 5 10 15 20 25 30 35 40
Temperaturaa 20cm abaixo do solo (°C) Temperatura a 20cm abaixo do solo (°C)
Inverno Primavera
o o
S 2
g 8- 28
— —
S S
b1 o 8 o
g- © 7 = © |
v v
© ©
c o _| c o _|
w w
o o
w o _| v o _|
‘N W N \\/
Q Q
13 =
o - O — !
T T T T T T T T T T T T T T T T
5§ 10 15 20 25 30 35 40 5 10 16. 20 26 30 35 40
Temperaturaa 20cm abaixo do solo (°C) Temperaturaa 20cm abaixo do solo (°C)

Figura 18. Porcentagem média de registros dos animais na superficie em funcao da temperatura a 20
cm abaixo do solo, em cada esta¢éo do ano, de 2015 a 2017 (Verdo: n=9; Outono: n=6; Inverno: n=8;
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No outono, o tempo gasto na superficie € maior que no verao e as saidas passam a ocorrer
ao longo do dia, ndo se concentrando em um horario determinado (Figura 16). A maior
parte da atividade de superficie ocorre quando a temperatura operativa esta entre 20 e
35°C e, em comparacdo com os dados de verdo, hd maior variagdo entre os individuos
(Figura 17). Houve ocorréncias de temperatura operativa negativa nos dias 27 de abril de
2016 e nos dias 18, 19 e 20 de junho de 2017. Dois animais foram registrados nesses dias,
sendo que apenas um deles apresentou registro de saida, as 8:40 do dia 19 de junho
(Figura 14, #238). Na figura 18, é possivel observar que, conforme a temperatura no
subterraneo aumenta, a partir dos 10°C, o tempo que 0S animais permanecem na

superficie diminui.

No inverno, a atividade de superficie é expressa mais intensamente que nas outras

estacdes do ano (Figura 16) e as saidas se concentram no meio do dia, em torno das 13:00.
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Diferentemente das outras estacdes, o tempo na superficie aumentou expressivamente
com o aumento da temperatura operativa, alcancando 60% em 40°C (Figura 17). Assim
como no outono, ha relacdo entre a atividade de superficie e a temperatura no subterraneo,
sendo que, a partir de 10°C, o tempo na superficie diminui com o aumento da temperatura.
Além disso, também é possivel notar que o tempo na superficie diminui quando a

temperatura no subterraneo é menor que 10°C.

Os dados de primavera tém numero amostral baixo (n=2). Eles indicam, preliminarmente,
que as saidas dos animais sdo mais intensas na fase da manhd, das 8:00 as 12:00 (Figura
16), mas ndo evidenciam relacdo entre o tempo na superficie e a variacdo de temperatura
operativa (Figura 17). Além disso, os registros dos animais foram coletados em dias com
baixa amplitude de variacdo da temperatura no subterraneo, o que diminuiu o nimero de
pontos médios, na figura 18, e impossibilitou a observacao de relacfes com a atividade
de superficie.

Ao considerar o efeito simultaneo da temperatura operativa e do horario do dia (Figura
19), a regido onde se concentra a atividade de superficie, no verdo, esta mais restrita ao
horéario do dia (entre 8:00 e 10:00) do que a um determinado intervalo de temperaturas.
O mesmo pode ser observado considerando simultaneamente a temperatura no

subterraneo e o horario do dia (Figura 20).
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Figura 19. Porcentagem média de registros dos animais na superficie em cada horério do dia e faixa

de temperatura operativa. Os valores da variavel “Registros na superficie” estio representados por

tonalidades entre o branco (0%o) e o preto (50%b).
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de temperatura a 20 cm abaixo do solo. Os valores da variavel “Registros na superficie” estio

representados por tonalidades entre o branco (0%o) e o preto (50%).

No outono, a atividade de superficie ocorre em um intervalo amplo de horéarios e de
temperaturas operativas (Figura 19). Os pontos com o0s maiores valores de tempo na
superficie (préximos de 50%) estdo ligeiramente concentrados na faixa de temperatura
operativa entre 20 e 30°C. Na figura 20, o tempo na superficie das 7:00 as 10:00 ndo
possui relacdo aparente com a temperatura no subterraneo. A partir das 10:00 da manha,

porém, a atividade de superficie parece ser maior quando as temperaturas S40 menores.

No inverno, as saidas ocorrem majoritariamente das 10:00 as 15:00 e em temperaturas
operativas acima de 20°C, com excec¢ao das amostras obtidas as 12:00, nas quais as saidas
ocorrem independentes do valor de temperatura. Apesar da amplitude de variacdo da
temperatura no subterraneo ter sido menor, em comparagcdo com os dados de verao e
outono, a atividade de superficie parece estar igualmente restrita das 10:00 as 15:00,
sendo que o tempo na superficie € moderadamente maior em temperaturas no subterraneo

menores (Figura 20).

48



Os dados obtidos na primavera foram insuficientes para inferir sobre o efeito simultaneo

do horério e das temperaturas sobre o tempo na superficie.

Os modelos finais de regressdo multipla explicaram em torno de 15% da variacdo da
atividade de superficie dos tuco-tucos em cada estacdo (Suplementos S.2). Para os dados
de verdo, a varidvel que mais contribuiu para explicar a variacao da atividade de superficie
foi o horério do dia, sequido da temperatura operativa. Para os dados de outono e inverno,
a temperatura operativa apresentou o maior poder explicativo. O efeito interativo entre
horério e temperatura no subterraneo também contribuiu para explicar parte da variagcao
dos dados do outono. Para os dados de primavera, o horario, a temperatura no subterraneo

e a umidade relativa foram as variaveis com maior poder explicativo (Suplementos S.2).

4.5. RESULTADOS E ANALISES DOS REGISTROS DE LABORATORIO

Os registros de atividade em roda dos animais em laboratorio ocorreram do dia 5 de
novembro de 2016 ao dia 5 de dezembro de 2017. Durante esse ano, foi necessario
rearranjar a disposi¢do dos animais no biotério, por motivos de manuteng&o ou ocorréncia
de experimentos simultaneos no laboratorio. Dessa forma, o registro apresentou

descontinuidades em determinadas épocas do ano.

A atividade em roda dos animais ocorreu regularmente durante a noite (Figura 21),
conforme esperado para 0s tuco-tucos, segundo estudos anteriores do nosso grupo
(Valentinuzzi et al., 2009). A duragédo (alfa) da atividade em roda foi, aparentemente
menor no verao e maior no inverno. Grande parte dos individuos apresentou adiantamento
do onset antes do inicio do inverno, por volta do més de abril, refletindo o adiantamento
do inicio da noite, no inverno. O offset aparentemente possui menor variagdo ao longo do
ano. No entanto, da mesma forma como observado para 0s dados das arenas, é preciso
destacar a variacdo intragrupos consideravel, principalmente para os onsets (Figura 21 e
22).

49



5-nov-16
5-dez-16

4-jan-17

3-fev-17
5-mar-17

4-abr-17

4-mai-17
[}
©
A 3-jun-17

3-jul-17

2-ago-17
1-set-17

1-out-17

31-out-17

30-nov-17

12 18 24 6 12
Horas

Figura 21. Média do onset e offset da atividade em roda de tuco-tucos mantidos em laboratério,
expostos a fotoperiodo natural, durante o ano de 2017. O actograma esta centralizado na meia-noite,
evidenciando a fase de escuro do dia, na qual os animais estavam ativos. Marcacdes pretas indicam
a média obtida para o onset (a esquerda) e offset (a direita) da atividade para cada dia do ano.

Marcag0es azuis: média + desvio padréo. Marcacdes vermelhas: média - desvio padréo.

wn wn

w0 | 0

o o % % %

N N =

I * % %

[(o] [{o] |

v _| 0

~ I E I ~

L W % % % % % %k
o) [7)] e |  E— |
% 5 ? 5
N | » w0
= - * = =
© ¥ o -

3 - 3 I I t +

o | o0 |

o o

N ——. |

o % %k % o

o _| o | * % %

8 T I 1 T 8 T T T T

Verdo Outono Inverno Primavera Verdo Outono Inverno Primavera
Estacoes Estacdes

50



15 20

Alfas

10

Lo
-
ol
Lol

| | [ |
Verdo Outono Inverno Primavera

Estacoes

Figura 22. Médias de onset, offset e alfa calculados da atividade de roda dos tuco-tucos em
laboratdrio, para cada estacdo do ano de 2017. Barras horizontais: desvio padrdo. As diferencas

significativas sdo indicadas por *** (p<0.01) ou * (p<0.1) (Welch).

Segundo a analise de variancia, todos os parametros analisados apresentaram diferencas
significativas entre as estacOes (p<0.01) e, pelos testes par a par, o alfa apresentou
diferencas significativas para todas as combinacOes entre estacOes, apesar de serem
moderadas (Figura 22). Entre verdo — inverno, outono — inverno e inverno — primavera,
houve diferencas significativas principalmente no offset. Entre verdo — primavera, apesar
de alfa ser diferente, ndo houve diferencas significativas para onset ou offset. Para as
outras duas combinacgdes (verdo — outono e outono — primavera), todos os parametros

apresentaram diferencas significativas.

Ao comparar o resultado dos testes realizados para os dados das arenas e do laboratorio,
verificamos que, em ambos, o alfa é significativamente diferente entre verdo — inverno e
inverno — outono (Figura 23). Para os outros pares de combinacdes, foram encontradas
diferencas significativas no alfa apenas para os dados de laboratério. Entre verdo e
inverno, para os dados das arenas, ha diferenca no onset, enquanto que, para os dados de
laboratério, ha diferenca no offset. Em ambos os ambientes, o onset e offset da primavera
e do outono foram diferentes (Figura 23). E preciso, porém, fazer ressalvas quanto aos
conjuntos de dados analisados. Por termos reunido o conjunto de dados de todos os
animais, em cada estacéo, essa primeira analise pode ter atenuado variagdes sazonais que
observamos a nivel individual. Para verificar a consisténcia dos resultados, € preciso

realizar a comparacdo dos onsets obtidos ao longo das estacGes, para cada individuo.
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

5.1. OS COMPONENTES DA ATIVIDADE DIARIA DOS TUCO-TUCOS NAS

ARENAS SEMI-NATURAIS

Como mencionado acima, o estudo dos ritmos biolégicos em campo e laboratério, de
forma complementar, permite entender, por um lado, aspectos ecolégicos e evolutivos
dos ritmos e, por outro lado, o funcionamento de mecanismos fisiologicos enddgenos
associados a esses ritmos (Rotenberg et al., 2003; Marques & Waterhouse, 2004). Apesar
disso, o registro da atividade dos animais em campo, com a mesma rigidez e
sistematizacdo dos registros de laboratdrio constitui um grande desafio (Halle & Weinert,
2000). Nosso grupo havia realizado tentativas de medir a atividade dos animais em campo
por meio de observacdo visual direta e telemetria (Tomotani et al., 2012). Mais
recentemente, passamos a utilizar luximetros para automatizar o registro da atividade de
superficie (Flores et al., 2016). Nesse trabalho, introduzimos o uso dos acelerdmetros,
que foram capazes de medir, com éxito, a atividade dos animais na superficie e no

subterraneo.

As médias de porcentagem de atividade (em contraposi¢do a de repouso) que obtivemos,
em torno de 55% (Tabela Ill), sdo maiores do que as observadas para outros roedores
subterraneos. Em estudos feitos por telemetria, esses valores costumam variar de 20 a
30% de atividade por dia (T. bottae: Gettinger, 1984; G. bursarius: Benedix, 1994; S.
cyanus: Urrejola et al., 2005; H. argenteocinereus: Skliba et al., 2007; S. galili: Skliba et
al., 2016; T. macrocephalus: Vlasata et al., 2017). Os dados obtidos para outras espécies
de tuco-tucos sé@o mais escassos, mas um dos trabalhos indicou porcentagem de atividade
di&ria em torno de 40% (Estevan et al., 2016), também utilizando telemetria. O fato das
médias obtidas nesse projeto superarem 40% sustenta a ideia de que os registros feitos
com acelerémetro sdo mais sensiveis a pequenos movimentos corporais do que a maioria
dos feitos por telemetria, a qual detecta principalmente deslocamentos espaciais. Ao
mesmo tempo, é necessario verificar a precisdo do método que utilizamos para separar
episddios de atividade dos de repouso dos animais (se¢do 3.4). I1sso podera ser feito em
estudos posteriores que relacionem padrdes obtidos no acelerébmetro com

comportamentos especificos do animal gravados ou observados sistematicamente. Dessa
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forma, também sera possivel definir, de forma mais clara, se determinados
comportamentos como grooming devem ser incluidos ou ndo na fase ativa desses
roedores subterraneos, de acordo com o enfoque desejado no trabalho (Andersen &
MacMahon, 1981; Benedix, 1994; Halle & Stenseth, 2000). Essa definicdo também
auxiliaria na conclusdo sobre a diurnalidade da atividade dos tuco-tucos Ctenomys aff.

knighti nas arenas semi-naturais.

Em relacdo a quantificacdo da atividade de superficie (em contraposicéo a subterranea),
as medias dos valores que obtivemos, no verdo e no inverno, foram maiores que a
porcentagem deduzida das informagfes dos individuos observados em trabalhos
anteriores do grupo (Tomotani et al., 2012). Além da alta variabilidade interindividual
gue encontramos dentro de cada estacao (Tabela I11), também foi apontado por Cutrera et
al. (2006) que os tuco-tucos machos da espécie C. talarum possuem maiores demandas
energeéticas que as fémeas, o que implicaria maiores areas de forrageio. Apesar do baixo
numero amostral, 0os dados que obtivemos no verdo sugerem que 0s machos permanecem
mais tempo ativos na superficie que as fémeas. Como os trés individuos estudados em
Tomotani et al. (2012) eram fémeas, possiveis diferengas entre 0s sexos dos animais

também poderiam justificar a discrepancia dos resultados dos dois trabalhos.

Apesar da porcentagem de atividade diurna ter sido maior para a maioria dos individuos
desse estudo, os acelerdmetros trouxeram evidéncias de episddios de atividade durante a
noite, ndo relatados anteriormente para os tuco-tucos Ctenomys aff. knighti. Essas
evidéncias também foram encontradas para outras espécies de tuco-tucos, em maior ou
menor grau (Cutrera et al., 2006; Estevan et al., 2016). Ainda é incerto se ocorrem
eventuais saidas dos tuco-tucos a superficie durante a noite. De acordo com um estudo
termoenergético realizado pelo grupo (Tachinardi et al., 2017), ha evidéncias de que
saidas noturnas teriam um alto dispéndio energético para os tuco-tucos na estacdo de
inverno e que seria vantajoso concentrar a fase de atividade somente durante o dia.
Durante as observagfes visuais diretas (Tomotani et al., 2012), também ndo foram
encontrados indicios de atividade noturna quando os observadores comecavam 0s
registros, de manha. Por outro lado, obtivemos registros de animais com mais
movimentacdo a noite (Figura 13, #221). Nesse trabalho, optamos por ndo assumir a

auséncia de saidas noturnas.

Além de ter levantado questionamentos interessantes sobre os dados que coletamos, o

acréscimo do acelerbmetro também poderd ser vantajoso em estudos posteriores do
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grupo. O tipo de dado coletado nos permite usar 0 mesmo sensor para registrar a atividade
do animal tanto em campo quanto em laborato6rio. Por esse motivo, 0 uso do acelerémetro
serd interessante em questdes relacionadas a mudanca de fase da atividade dos animais,
quando séo transferidos do laboratério para a arena semi-natural, e também em questdes
relacionadas ao componente enddgeno da atividade dos animais em campo (Tomotani,
2011; Improta et al., 2017).

5.2. VERIFICACAO DE SAZONALIDADE NOS PADROES DIARIOS DE

ATIVIDADE

Confirmamos a consisténcia da variacdo sazonal na atividade de superficie dos tuco-
tucos, apresentando, no verao, padrdo crepuscular de saidas a superficie e, no inverno,
maior frequéncia de saidas no meio do dia (Figuras 12, 13 e 14). Outra espécie de roedor
subterraneo (coruros, Spalacopus cyanus) apresentou sazonalidade semelhante em seu
padréo de atividade de superficie, quando os animais foram observados visualmente em
campo (Rezende et al., 2003). Nesse trabalho, havia sido discutida a possibilidade de que
os padrbes observados para 0s coruros existissem apenas no nivel populacional, ja que
individuos estudados isoladamente em laboratério apresentavam atividade noturna
(Begall etal., 2002; Rezende et al., 2003). Em nosso trabalho, conseguimos, pela primeira
vez, registrar a atividade dos tuco-tucos individualmente, nas arenas semi-naturais e em
laboratorio. Nossos registros a nivel individual excluem a possibilidade de que os padrdes
de atividade de superficie sejam expressos somente a nivel populacional, nas arenas semi-
naturais. Além disso, também verificamos diferencas na duracdo da fase ativa dos animais
entre as estacOes de verdo e inverno (Figura 15). Essas diferencas sugerem que a
sazonalidade também esta presente na atividade expressa no subterraneo, assim como foi
observado em S. ehrenbergi, apesar do padrdo diario de atividade dessa espécie ser
diferente (Rado et al., 1993). E preciso ressaltar, porém, que obtivemos apenas dois
registros de acelerébmetros dos animais no inverno e dois na primavera. Devido a
variabilidade interindividual consideravel que os tuco-tucos apresentaram em seu padrao
didrio de atividade (Figuras 13 e 14), mais dados coletados nessas estagdes sdo

necessarios para verificar a consisténcia das diferencas encontradas entre estacdes.
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5.3. MODULACAO DA ATIVIDADE DE SUPERFICIE PELAS VARIACOES

AMBIENTAIS

A sazonalidade da atividade de roedores subterraneos (Rado et al., 1993; Rezende et al.,
2003) e epigeos (Kenagy, 1976; Chappell & Bartholomew, 1981b; Heldmaier &
Steinlechner, 1981; Kenagy et al., 2002) tem sido explicada em termos de reagdes agudas
dos animais a mudancas ambientais que ocorrem ao longo do ano, particularmente como
mascaramento devido a variacdo didria da temperatura. Segundo esse mecanismo, 0S
animais evitariam, no verdo, as altas temperaturas do meio do dia e, no inverno,

concentrariam a atividade durante essas horas, evitando temperaturas mais baixas.

Conforme citado na sec¢do 3.5, um estudo realizado com roedores epigeos (Long et al.,
2005) forneceu a base para a realizacdo das analises da relacdo entre atividade e
temperatura de nosso trabalho, devido a escassez de informacgdes semelhantes existentes
para os roedores subterrdneos. Ao comparar nossos resultados com os desse estudo,
vemos que, no verdo, a associagdo entre a porcentagem de registros na superficie e a
temperatura operativa (Figura 17) foi praticamente nula para os tuco-tucos enguanto que,
para os esquilos do Artico, foi expressamente positiva (Long et al., 2005). Nos estudos
de roedores epigeos, 0 ambiente subterraneo € interpretado como o refugio termal desses
animais, o lugar onde buscam abrigo quando as temperaturas na superficie ndo sdo
permissivas (Chappell & Bartholomew, 1981a). Em contraste, 0 ambiente subterraneo é
onde os tuco-tucos passam mais de 80% do tempo (deduzido da tabela I11), onde ocorre
a maior parte da atividade, alimentacéo e reproducéo desses animais (Begall et al., 2007),
0 que pode justificar a discrepancia dos resultados dos dois trabalhos. Quando analisamos
a relacdo dos registros na superficie com a temperatura no subterraneo, no verao, também
ndo encontramos fortes associacdes (Figura 18) e as saidas dos animais pareceram ser
melhor explicadas pelo horario do dia (Figuras 19 e 20; Suplementos S.2). Esse resultado
é consistente com o estudo termoenergético de Tachinardi et al. (2017), no qual foi visto
que, no verdo, o dispéndio energético dos tuco-tucos ndo depende da variacdo diaria da
temperatura ambiental. Apesar do padréo de atividade de superficie dos coruros (Rezende
et al., 2003) ter sido semelhante ao que observamos para 0s tuco-tucos, 0s autores
atribuiram o padréo da atividade de superficie a variacdo de temperatura na superficie,

realizando associagdes qualitativas. Além disso, também observaram que a atividade
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geral dos animais diminui quando s&o mantidos em ambientes com temperaturas mais

altas, em laboratorio (Rezende et al., 2003).

Na estacédo de inverno, por outro lado, a relagdo da porcentagem de registros na superficie
com a temperatura operativa € mais expressiva (Figuras 17 e 19), em comparacao ao
verdo. Isso condiz, novamente, com os resultados encontrados em Tachinardi et al.
(2017), onde, no inverno, o horario mais vantajoso para 0s animais estarem ativos era
dependente dos valores de temperatura ambiental ao longo do dia. Dessa forma, esses
resultados sustentam a ideia de que as saidas dos tuco-tucos a superficie, no inverno, estdo
mais relacionadas ao seu balan¢o energético. Outro indicio que corrobora essa ideia é o
comportamento de basking, no qual a exposicdo do animal ao sol gera aumento passivo
da temperatura corporal (Warnecke et al., 2008). Esse comportamento costuma ser
observado em pequenos mamiferos que possuem alto dispéndio energético durante o dia.
Nas observacgdes visuais dos tuco-tucos (Tomotani et al, 2012), havia sido relatado o
comportamento de vigilancia, que poderia ser interpretado como basking, e, nos dados
que coletamos nesse trabalho, ocorreram episodios esporadicos em que 0s animais se

mantiveram imoveis enquanto estavam na superficie.

A aplicacgdo da versao simplificada da medida de temperatura operativa, da forma como
utilizamos nesse trabalho, ndo permite prever as respostas fisioldgicas do animal vivo,
mas é suficiente para fazer correlacdes com comportamentos observados (Kenagy et al.,
2002). Ao mesmo tempo, pelo fato dos tuco-tucos serem subterrdneos, poderia ser
questionado se 0 manequim, mantido na superficie durante todo o registro, representa
adequadamente o microambiente dos tuco-tucos. No subterraneo, por exemplo, a troca de
calor entre 0s tuco-tucos e o0 ambiente ocorre principalmente por condugdo (Buffenstein,
2000) e esse processo ndo é representado nas medicdes feitas com o manequim. Quando
analisamos a relacdo entre os registros na superficie e a temperatura no subterraneo,
observamos que a temperatura no subterraneo também contribui para explicar a atividade
dos tuco-tucos no outono, principalmente (Figura 20; Suplementos S.2). Além disso, ha
trabalhos que relacionam a variacdo anual da profundidade em que roedores realizam suas
atividades com a mudanca das temperaturas em diferentes niveis abaixo do solo (Kenagy,
1973; Rado et al., 1993). Mesmo assim, isso ndo elimina a possibilidade de que esses
animais também sdo influenciados pela temperatura na superficie (Rado et al., 1993;
Rezende et al., 2003; Vlasata et al., 2017).
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Os modelos finais de regressdo multipla que obtivemos (Suplementos S.2) indicaram que
as outras variaveis ambientais consideradas na analise, velocidade do vento e umidade
relativa do ar, foram menos determinantes na ocorréncia da atividade de superficie dos
animais. Além disso, no geral, o poder explicativo nos nossos modelos para a variagao da
atividade de superficie foi menor que a metade daquele obtido em Long et al. (2005). Isso
pode indicar que outros fatores ndo considerados na analise, como cobertura vegetal e
predacdo (Pellman et al., 2015), possam ter maior impacto na atividade dos animais, do
que consideramos inicialmente. Ao mesmo tempo, é possivel que, por assumir relacées
lineares entre as variaveis, 0 modelo de regressdo multipla pode néo ter representado bem
as relacdes entre as variaveis que medimos. Como proximo passo, podemos estudar o uso
de modelos mais adequados para analisar relacdes nao-lineares, como o que foi utilizado
em Vlasaté et al. (2017).

5.4. PERSPECTIVAS PARA A INVESTIGACAO DOS FATORES ENDOGENOS

ASSOCIADOS A ATIVIDADE DE SUPERFICIE

E importante lembrar que a variacdo sazonal que obtivemos também se assemelha aos
dados de Daan & Aschoff (1975), no qual a mudanca anual do fotoperiodo foi suficiente
para que ocorresse sazonalidade no padrao diario de atividade de outros mamiferos. Ao
registrar a atividade dos tuco-tucos em laboratdrio, expostos a fotoperiodo natural,
pudemos testar se a variagcdo sazonal ocorreria mesmo se a temperatura ambiental fosse
mantida constante (Rezende et al, 2003). De fato, os primeiros registros de atividade em
roda que obtivemos em escala anual trouxeram indicativos de sazonalidade,
principalmente por meio das variagdes anuais no alfa da atividade. O fato do ritmo de
atividade em roda dos tuco-tucos apresentar essa sazonalidade, mesmo sob temperatura
constante, € um indicio de que a sazonalidade observada na atividade de superficie, em
ambiente semi-natural, ndo resulta exclusivamente da variacdo didria da temperatura
ambiental. Esse resultado corrobora a hipotese de que a sazonalidade também seja devida
a mecanismos de arrastamento enddgenos que resultam em diferentes padrdes diérios do
ritmo de atividade dos tuco-tucos quando expostos a diferentes fotoperiodos ao longo do
ano (Daan & Aschoff, 1975; Pittendrigh & Daan, 1976). Para explorar melhor essa
hipdtese, nosso grupo tem realizado experimentos baseados na transferéncia dos animais

de campo para condigdes constantes de laboratdério (Tomotani et al, 2012; Improta et al,
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2017). As diferencas encontradas no parametro alfa dos registros atividade de animais
em condicdes constantes, previamente capturados no verdo e no inverno, constituem mais
uma evidéncia da contribuicdo dos fatores enddgenos para a sazonalidade do padréo

diério de atividade dos tuco-tucos (Improta et al., 2017).

5.5. CONSIDERACOES FINAIS SOBRE ESTUDOS CRONOBIOLOGICOS EM

CAMPO E LABORATORIO

Quando os animais sdo observados na natureza, frequentemente apresentam padrdes
fisioldgicos e comportamentais distintos daqueles esperados segundo 0s experimentos em
laboratério (Calisi & Bentley, 2009). Para os tuco-tucos, por exemplo, a constatacao de
que os individuos sdo noturnos em laboratdrio contrasta com as vocaliza¢Bes e com o
forrageamento e remocdo de terra dos tlneis tipicamente observados durante o dia
(Tomotani et al, 2012). Esse contraste, que também foi observado em outros mamiferos,
estimula a investigacdo das estruturas e dos mecanismos responsaveis pela determinacgéo
do horario de atividade desses animais (Smale et al., 2003; Hut et al., 2012). Além disso,
também tornam clara a importancia de se fazer conexdes entre estudos cronobioldgicos,
termoenergéticos e ecoldgicos da mesma espécie, para entender seus padrdes de atividade
em diferentes condigdes ambientais. Nesse contexto, a possibilidade de realizar
experimentos em ambiente semi-natural no estudo de ritmos de atividade é interessante,
por levar em consideracdo 0 contexto ecoldgico do organismo, mas ainda permitir

manipulagOes em fatores ambientais de interesse (Calisi & Bentley, 2009).

Nesse trabalho, reconhecemos também os desafios de se realizar experimentos em
ambiente semi-natural. Apesar dos esforgos para protecdo dos animais contra predacéo,
obtivemos taxas de recapturas menores no segundo semestre de 2016 e de 2017. Em um
estudo sobre a dindmica populacional de tuco-tucos Ctenomys talarum, em campo, no
qual as recapturas eram feitas mensalmente, foi encontrada maior mortalidade dos
individuos no inverno, chegando a uma probabilidade de sobrevivéncia de 19% (Busch
et al.,, 1989), e o mesmo foi observado para outra espécie de roedor subterraneo,
Thomomys talpoides (Andersen & MacMahon, 1981). Nesse Ultimo estudo, como as
temperaturas no subterraneo chegaram a 0°C no inverno, foi levantada a possibilidade de

que a maior taxa de mortalidade dos individuos poderia estar associada as altas demandas
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energeéticas dessa estacao (Andersen & MacMahon, 1981). No caso dos tuco-tucos, apesar
das temperaturas medidas no subterraneo terem sido mais amenas, também ha aumento
da demanda energética no inverno (Tachinardi et al., 2017), o que poderia estar associado
ao aumento da mortalidade, em menor grau do que observado em Andersen & MacMahon
(1981). Para dar continuidade aos estudos realizados em arenas semi-naturais, com
eventuais manipulacdes de variaveis ambientais, essas questdes também devem ser

levadas em consideracao.
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SUPLEMENTOS

S.1. CALCULO DO ONSET DE ATIVIDADE

A maior sensibilidade do acelerbmetro para detectar a atividade dos animais resulta em
registros com maior nimero de ocorréncias por dia e com diferentes intensidades de
atividade. Essa caracteristica dificultou a determinacdo computadorizada e automética do
onset de atividade. Devido ao grande volume de dados, a determinacéo visual, realizada
por um ou mais observadores (Kenagy, 1976), foi impraticavel. Houve, entdo, a
necessidade de buscar, na literatura, definicdes de onset que fossem adequadas para esse
tipo de registro. A adogdo do metodo utilizado nesse trabalho foi o resultado de cinco

tentativas:

1. Com base em trabalhos que realizaram observacdes visuais e registros com cameras
(Hut, 2001; Ware et al., 2012), o onset é definido como o primeiro comportamento de
atividade do animal observado no dia. Para os dados do acelerdmetro, isso foi
traduzido como o primeiro valor positivo do dia, ou seja, 0 primeiro horario em que
a diferenca entre um valor e o seu anterior seja positiva (Figura 24). Ao aplicarmos
essa definicdo a um dos registros obtidos no experimento em arena semi-natural, todas
as marcac0es de onset foram feitas em torno de 00:00 e ndo corresponderam ao inicio
da atividade observado visualmente (Figura 25).

Diferenca
positiva

0:00

Figura 24. llustracdo da primeira tentativa de definicdo de onset de um registro de atividade

hipotético. Linha vertical pontilhada: inicio do dia. Seta vermelha: marcagédo do onset.
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Figura 25. Aplicacdo da primeira tentativa de defini¢do de onset em um registro de atividade obtido
em arena semi-natural, com uso de acelerémetro. Os horarios de onset obtidos estdo marcados em

vermelho.

2. Acrescentamos a definicdo de atividade uma restricdo em relacdo a sua duragédo de
tempo. Tyler et al. (2016) consideraram um episodio de atividade apenas quando sua
duracdo era de 15 minutos ou mais. Para os dados do acelerdmetro, definimos que
essa restricdo corresponderia a ocorréncia de trés diferencas positivas consecutivas.
O onset seria 0 horario em que essa sequéncia se inicia (Figura 26). Ao aplicarmos
essa nova regra, vimos que as marcagdes ainda foram sensiveis a episodios que

também ndo corresponderiam a definicdo de onset por observacdo visual (Figura 27).
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Grupo de trés diferencgas
positivas consecutivas

l

0:00

Figura 26. llustracdo da segunda tentativa de definicdo de onset de um registro de atividade

hipotético. Linha vertical pontilhada: inicio do dia. Seta vermelha: marcagédo do onset.
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Figura 27. Aplicacéo da segunda tentativa de definicdo de onset em um registro de atividade obtido
em arena semi-natural, com uso de acelerbmetro. Os horarios de onset obtidos estdo marcados em

vermelho.

3. Como uma simplificacdo do método empregado em Spoelstra et al. (2004), definimos
0 onset como o primeiro valor do dia a ultrapassar um limiar determinado.
Escolhemos como limiar o valor correspondente a ¥4 do maximo encontrado no

registro do animal (Figura 28). Ao aplicar essa definicdo de onset ao registro de
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atividade do acelerdbmetro, as marcacgdes obtidas se assemelharam mais ao que seria
esperado conforme observacao visual, porém ainda néo foi eficaz para grande parte

dos dias registrados (Figura 29).
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Figura 28. llustracdo da terceira tentativa de definicAo de onset de um registro de atividade

hipotético. Linha vertical pontilhada: inicio do dia. Seta vermelha: marcacao do onset.
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Figura 29. Aplicacdo da terceira tentativa de definicdo de onset em um registro de atividade obtido
em arena semi-natural, com uso de acelerébmetro. Os horarios de onset obtidos estdo marcados em

vermelho.
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4. Com base em Hut et al. (1999), utilizamos a média mével dos registros diarios para
determinar o limiar que marcaria o inicio da fase ativa. Calculamos a média movel
dos dados utilizando janelas de 6 e 24 horas. O primeiro ponto em que as duas medias
coincidem correspondeu ao onset (Figura 30). Esse método de determinagdo do onset
foi 0 que mais se aproximou da marcacdo que seria feita por observacéo visual (Figura
31). Apesar disso, ao expandirmos a aplicacdo desse método para determinacdo do
offset, como o ultimo ponto de encontro entre as médias, alguns registros

apresentaram erros, marcando offsets mais adiantados (Figura 32).
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Figura 30. llustracdo da quarta tentativa de defini¢do de onset de um registro de atividade hipotético.

Linha vertical pontilhada: inicio do dia. Seta vermelha: marcacao do onset.
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Figura 31. Aplicacdo da quarta tentativa de definicdo de onset em um registro de atividade obtido
em arena semi-natural, com uso de acelerémetro. Os horarios de onset obtidos estdo marcados em

vermelho.
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Figura 32. Comparacéo entre o quarto e o quinto métodos utilizados para determinar onset e offset,
em um registro de atividade em roda, obtido em laborat6rio. Os horérios de onset estdo marcados
em vermelho e de offset, em azul.
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5. Decidimos, por fim, que o onset corresponderia ao primeiro ponto de encontro entre
a média aritmética e a média movel dos dados, utilizando janela de 6 horas, e o offset
seria 0 Ultimo ponto de encontro entre as médias (Figura 33). Esse foi 0 método mais
eficaz para os dados coletados e, portanto, foi 0 adotado para realizar as analises desse
trabalho.
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Figura 33. llustracdo da quinta tentativa de defini¢do de onset de um registro de atividade hipotético.

Linha vertical pontilhada: inicio do dia. Seta vermelha: marcacéo do onset.

S.2. CONSIDERACOES SOBRE A ANALISE DE REGRESSAO MULTIPLA

De acordo com o realizado em Long et al. (2005), a variavel hora foi incluida no formato
numérico e foram utilizados os dados brutos das variaveis restantes, com excecao da
velocidade do vento, que foi transformada em logaritmo, e do tempo de permanéncia na
superficie, para o qual calculamos o arco-seno da raiz quadrada dos dados brutos. Essas

variaveis retornaram os seguintes modelos finais, resumidos na tabela V.

As variaveis ambientais consideradas sdo capazes de explicar 16.3% da variagdo dos
dados para a estacdo de verdo, 4% para 0 outono, 16.3% para o inverno e 17.9% para a
primavera. As variaveis com maior poder explicativo foram o horério do dia, no verdo, a
temperatura operativa, no inverno e outono, e a temperatura a 20cm abaixo do solo, na

primavera.
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Tabela IV. Resumo do modelo final de regresséo multipla obtido para cada esta¢éo do ano, utilizando

metodologia semelhante a de Long et al. (2005).

Estacéo Variaveis do modelo final R2 P n
Verao hora; tempop; hora:tempop 0.1626 <0.001 399
Outono  tempop; tempsub; vvento 0.04006 <0.001 798
Inverno  tempop; tempsub 0.1627 <0.001 467
Primavera tempsub; hr 0.1788 <0.001 118

Devido ao fato do horario do dia ndo possuir variacdo linear, a estimativa da sua
contribuicdo para explicar a variacdo dos dados € prejudicada nesse tipo de analise. A
inclusdo de hora em formato numérico pressupde que o tempo aumenta de forma linear
até as 23:00 e diminui abruptamente as 00:00, o que ndo representa adequadamente a
forma como essa variavel se modifica. Refizemos a analise incluindo hora como variavel
categdrica (nomeada horacat), como uma tentativa de melhor representar sua variacao.
Com essa modificacao, o poder explicativo dos modelos finais para as esta¢c6es de veréo,
outono e inverno aumentou, enquanto que, na primavera, nao houve alteracoes (Tabela
V). No outono e inverno, 0os modelos finais contém variaveis representando o efeito
interativo entre o horario do dia e a temperatura operativa (horacat:tempop) e entre o
horério do dia e a temperatura no subterraneo (horacat:tempsub), sugerindo gue o efeito
do horario sobre o tempo que 0s animais permanecem na superficie é dependente da
temperatura. Isso esta de acordo com o que observamos quando esses pares de variaveis
independentes sdo considerados em conjunto para explicar a atividade de superficie, nas
figuras 19 e 20.

Tabela V. Resumo do modelo final de regressdo multipla obtido para cada estacdo, utilizando a

variavel hora como categorica.

Estacéo Variaveis do modelo final R2 P n
Verao horacat; tempop 0.2153 <0.001 399
Outono  tempop; tempsub; vvento; horacat:tempop 0.06604 <0.001 798
Inverno  tempop; horacat:tempsub 0.1847 <0.001 467
Primavera tempsub; hr 0.1788 <0.001 118

As variacdes de temperatura, umidade e velocidade do vento sdo ciclicas, se repetindo
diariamente e anualmente. Dessa forma, existe interagdo entre as variaveis ambientais e

o tempo nos dados coletados em campo. A inclusdo dos dados brutos na analise de
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regressao dificulta a separacdo da contribuicdo das varidveis ambientais da contribuigdo
do tempo. Nesse sentido, tentamos realizar essa separacdo ajustando modelos de
regressdo linear simples de cada variavel ambiental em funcédo de horacat e extraimos 0s
valores residuais desses modelos (Baldi & Moore, 2014). Refizemos novamente a analise
de regressdo multipla, substituindo os dados brutos das temperaturas (operativa e a 20 cm
abaixo do solo), umidade e velocidade do vento pelos seus respectivos valores residuais,
nomeando-os com .res. Essa modificacdo resultou na inclusdo de horacat nos modelos
finais de todas as estagdes, com aumento do poder explicativo do modelo final para a
primavera (Tabela VI). O modelo final para o verdo manteve o mesmo poder explicativo,
em relacdo a tabela V, mostrando que pelo menos parte da contribuicdo de tempop era
independente do horario do dia. Por fim, a inclusdo de ID no inverno evidencia a
importancia da variabilidade interindividual na atividade de superficie dos animais.

Tabela VI. Resumo do modelo final de regressdo multipla obtido para cada estacéo, utilizando a

variavel hora como categorica e 0s valores residuais das variacbes ambientais em fungdo do tempo.

Estacdo Variaveis do modelo final R2 P n
Veréo horacat; tempop.res 0.2153 <0.001 399
Outono  horacat; horacat:tempsub.res 0.0661 <0.001 798
Inverno  horacat; hr.res; vvento.res; 1D 0.1838 <0.001 467
Primavera horacat; tempsub.res; hr.res 0.224 <0.001 118
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