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RESUMO

O presente estudo versa sobre energética alimentar de um animal. O
estudo procurou analisar, dentre outras coisas, os fatores intrinsecos e
extrinsecos que respondem pela variabilidade na taxa metabdlica em repouso
(TMR) e a relacdo entre esta variagdo e padrdes de histéria de vida de um
marsupial (Gracilinanus microtarsus). Especificamente, a variabilidade da TMR
seria determinada através de um aspecto especifico da historia de vida, a dieta.
Aspectos como possiveis efeitos da dindmica de variacdo das reservas
energéticas sobre esta relacdo também foram analisados. Utilizando
metodologia apropriada também analisamos a variacdo da disponibilidade e
qualidade da dieta. Variacbes desses fatores induzem modificagbes na
condicdo corpérea e, desta forma, os efeitos desta variavel sobre a TMR
mediariam um dos objetivos do estudo, servindo como elemento de ligagcéo
para averiguar quais componentes da condigdo corpérea seriam responsaveis

pela variabilidade na TMR.

Palavras-Chave: energética, dieta, condicdo corplrea, taxa metabdlica em

repouso, Gracilinanus microtarsus, marsupial.



ABSTRACT

The present study turns about energetics to feed of an animal. The study
analyzed, among other things, the intrinsic and extrinsic factors that answer for
the variability in the resting metabolic rate (RMR) and the relationship between
this variation and patterns of life history of a marsupial (Gracilinanus
microtarsus). Specifically, the variability of RMR would be determined through
an aspect specify of the life history, the diet. Aspects as possible effects of the
dynamics of variation of the energy budge about this relationship were also
analyzed. Using appropriate methodology also analyzed the variation of the
availability and quality of the diet. Variations of those factors induce
modifications in the body condition and, this way, the effects of this variable on
RMR would mediate one of the objectives of the study, serving as connection
element to discover which components of the body condition would be

responsible for the variability in RMR.

Key words: energetic, diet, condition, resting metabolic rate, Gracilinanus

microtarsus, marsupial.



INTRODUGAO GERAL

PadrBes de histéria de vida sdo considerados como um conjunto de
adaptacBes morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais que, de forma direta
ou indireta, influenciam a sobrevivéncia e 0 sucesso reprodutivo e, em ultima
analise, determinam a aptiddo darwiniana das espécies (RICKLEFS, 1991;
ROFF, 2002). Andlises comparativas dos padrbes de histéria de vida em
endotérmicos (aves e mamiferos) revelam que as estratégias apresentadas
situam-se dentro de um continuo ao longo de um Uunico eixo (“slow-fast
continuum” — STEARNS, 1992; ROFF, 2002). Um dos aspectos mais
marcantes que emerge destas analises € a nocado de uma quase auséncia de
estratégias intermediarias entre os dois extremos do continuo (RICKLEFS AND
WIKELSKI, 2002). Esta observacdo sugere a existéncia de empecilhos
evolutivos para a diversificacdo das estratégias de historia de vida, sendo que
fatores fisiologicos como metabolismo, nutricdo e relacdes térmicas podem
desempenhar um importante papel neste contexto (RICKLEFS AND WIKELSKI,
2002).

Diversos estudos tém demonstrado que fatores fisiologicos,
notadamente aqueles associados aos padrées energéticos, sdo evolutivamente
correlacionados com a estratégia de histéria de vida (PARTRIDGE AND
HARVEY, 1988; PROMISLOW anD HARVEY, 1991; RICKLEFS, 1991,
RICKLEFS AND WIKELSKI, 2002; CRUZ-NETO AnD JONES, 2003). A
importancia de consideracfes energéticas pode ainda ser verificada pela

observacdo de que grande parte da teoria ecoldgica esta voltada para a



compreensdo e explicacdo das interacdes entre a energética e estratégias de
histéria de vida (McNAB, 2002). Por exemplo, estudos conduzidos por
LOVEGROVE (2000, 2001, 2003) tém demonstrado que, para mamiferos em
geral, hd a existéncia de um continuo metabdlico que se correlaciona
evolutivamente, em aspectos gerais, ao continuo observado para as
estratégias de histéria de vida. Em consequéncia, estes estudos demonstram
qgue a verificagdo dos processos que culminaram na evolucdo da variabilidade
de estratégias metabdlicas é um pré-requisito para compreender a evolugdo da
diversidade de estratégias de historia de vida (LOVEGROVE, 2003).

Dentre as varias medidas dos padrdes energéticos de animais
endotérmicos, a taxa metabdlica basal (TMB) é a medida mais bem
documentada (e.g. BLAXTER, 1989; TIELEMAN AnD WILLIANS, 2000;
McNAB, 2002; WHITE aNnD SEYMOUR, 2003; WITHERS, et al.,, 2006).
Operacionalmente, a TMB é definida como sendo a quantidade minima de
energia necessaria para manter a homeostase em animais normotérmicos na
auséncia de atividade externa, em animais adultos, ndo-reprodutivos, inativos e
dentro da zona da neutralidade térmica (KLEIBER, 1961; MCNAB, 1992, 1997,
2002). Apesar de existirem algumas controveérsias acerca da abrangéncia desta
definicdo (e.g. CRUZ-NETO, et al., 2003, CRUZ-NETO AnD BOZINOVIC,
2004), a TMB vem sendo utilizada para predizer ou ser correlacionada com
diversos processos biolégicos intimamente relacionados com os padrées de
histéria de vida (e.g. KOZLOWSKI anp WEINER, 1997, MCNAB, 2002;
LOVEGROVE, 2003).

Uma das criticas que se faz aos critérios para se definir TMB, é que
raramente tais condicbes se déem simultaneamente (CRUZ-NETO, et al.
2003). Alguns animais sdo praticamente impossiveis de se medir em repouso
ou em condigbes pds-absortivas (e.g. SPEAKMAN, 2000; McNAB, 2002). Para
algumas pequenas aves e morcegos, 0 estado pés-absortivo pode implicar em
uma reducgdo da temperatura corpdrea tendo como consequiéncia mudangas na
TMB (e.g. MORRIS, et al., 1994; LOPEZ-CALLEJA AND FERNANDEZ, 2003).
Em outro extremo os grandes ruminantes produzem calor como produto da

fermentagdo digestiva, o qual tem influéncia direta na TMB (McCNAB, 2002).



Desta forma, esses animais se encontram em condicdes de metabolismo
minimo, por definicdo ndo se ajustam aos requisitos da TMB. Nestas situagfes
sugere-se adotar o protocolo proposto por THOMPSON (1992), o qual utiliza o
termo taxa metabdlica em repouso (TMR), para medidas feitas sobre condi¢fes
gue violem um ou mais dos critérios usados para se definir TMB (SPEAKMAN
et al., 2003, 2004). Em nosso estudo utilizamos o termo TMR, pois incluimos
em nossas analises animais reprodutivos, violando assim umas das premissas

acima.

O presente estudo versa sobre energética alimentar de um animal, mais
especificamente sobre o significado funcional e as bases estruturais do
metabolismo em uma espécie de marsupial. O estudo procurou analisar, dentre
outras coisas, os fatores extrinsecos e intrinsecos que respondem pela
variabilidade na taxa metabdlica em repouso (TMR), e a relagdo entre esta
variabilidade e padrdes de histéria de vida (ver CRUZ-NETO et al., 2003;
CRUZ-NETO AND JONES, 2004).

Dentro deste objetivo amplo, e com base no contexto apresentado
acima, o projeto em tela teve como objetivo central determinar o significado
funcional da TMR. Especificamente, o significado funcional seria determinado
cotejando a variabilidade na TMR com um aspecto especifico da histéria de
vida, a dieta. Como sera explorada abaixo, a dieta pode influenciar de forma
direta ou indireta o metabolismo (CRUZ-NETO AND BOZINOVIC, 2004). Tal
influéncia depende da maneira como os animais lidam com as flutuacdes na
gualidade e disponibilidade de alimento, e potencialmente, estaria
correlacionada com os demais aspectos da histéria de vida, como por exemplo,
condicdo corpdrea. A decisdo de se trabalhar com uma espécie de marsupial é
basicamente em funcéo de evidéncias que sugerem um certo conservantismo
nas estratégias de histéria de vida de marsupiais que podem ter relagdo com a
suposta reducdo no metabolismo basal destas espécies quando comparada a
mamiferos eutérios (McNAB, 2002, 2005; WITHERS et al., 2006). Os dados
apresentados formam um quadro abrangente da variabilidade da TMR, das

bases estruturais desta variabilidade, e sua relacdo com a dieta.



No tocante a variabilidade da taxa metabdlica, especialmente em
mamiferos, € explicada principalmente por diferengcas na massa e temperatura
corpérea que podem responder por cerca de 90% desta variacdo (MCNAB,
2002, 2005; WITHE anD SEYMOUR, 2003; MUNOZ-GARCIA AND WILLIANS,
2005). Por outro lado, quando os efeitos desses fatores, sdo controlados, ainda
observa-se uma variagdo residual (LOVEGROVE, 2000; TILEMAN AND
WILLIANS, 2000; WHITE AnD SEYMOUR, 2003, WITHERS et al., 2006). Essa
variacdo residual vem sendo discutida basicamente por dois grupos de
hip6teses. A primeira atribui a variabilidade residual a fatores filogenéticos (e.g.
HAYSSEN AND LACY, 1985; ELGAR AnD HARVEY, 1987; BENNETT AND
HARVEY, 1987; WITHERS et al., 2006), ao passo que a segunda a associa a
fatores ecoldgicos, principalmente a dieta e fatores climaticos, independentes
da filogenia (MCNAB, 2002, 2005; LOVEGROVE, 2003).

Quanto ao habito alimentar animais que apresentam uma dieta facilmente
digerida, livre de agentes quimicos e/ou que estariam disponiveis ao longo do
ano estdo associadas a altas TMB (McNAB, 1986, 1992, 2002). Esta
associacdo pressupde evolugdo correlativa entre dieta e TMB. Todavia, a nivel
proximo (ecoldgico), existem algumas maneiras de um organismo lidar com
uma queda na qualidade de seu recurso (e.g. CRUZ-NETO AnD BOZINOVIC,
2004).

Em marsupiais, por exemplo, a variagdo na TMB esta4 relacionada
principalmente a variagbes na massa corporea, tendo o habito alimentar como
um os fatores responsaveis pela variagdo residual (McNAB, 1980a, 1980Db,
1983, 1986a, 2002, 2005). Por sua vez, a dieta pode ser dividida em dois
grupos quanto a sua influéncia na TMB: aqueles que tendem a uma alta TMB e
agueles com tendéncia a uma baixa TMB (McNAB, 1986a). Marsupiais com
dieta especializada em invertebrados, frutos ou folhas apresentam uma baixa
TMB, por outro lado, espécies com uma dieta a base de vertebrados ou plantas
herbaceas apresentam maior TMB (McNAB, 1978; McNAB, 1986b;
BOZINOVIC, et al. 2005).

Nenhum dos estudos mencionados acima que procuraram verificar a

relacdo entre dieta e padr6es metabdlicos quantificaram os possiveis efeitos da



dindmica de variacdo das reservas energéticas sobre esta relacdo. Portanto a
possibilidade de que ao menos uma parte da diferengca observada nestes
estudos tenham sido ocasionados por diferencas na dinamica de utilizagéo das
reservas energéticas ainda é uma questao em aberto. Pelo exposto, mudancgas
na qualidade e disponibilidade da dieta poderiam induzir modificacbes na
condicd@o corporea e, desta forma, a analise dos efeitos desta variavel sobre a
TMR mediaria um dos objetivos do projeto, servindo como elemento de ligacao
para averiguar as bases estruturais responsaveis pela variabilidade na TMR.

A massa corporea de um animal ndo € constante ao longo do tempo,
apresentando variagdes diérias e sazonais (e.g. SPEAKMAN, 1996). Portanto,
ndo causa surpresa a constatacdo de que a relagdo alométrica entre TMB e
massa corpOrea em um contexto intraespecifico seja pouco visivel, o que
sugere que a variabilidade na TMB né&o pode ser simplesmente explicada como
sendo uma consequéncia da variagdo na massa total de um organismo
(KOZLOWSKI anD WEINER, 1997). Como a principal causa da variagdo na
massa corporea entre individuos adultos e ndo-reprodutivos de uma mesma
espécie esta associada a dindmica da composicdo corpérea (taxas de
deposicdo e utilizacdo das reservas energéticas - e.g. POND, 1978), estudos
sobre a relagédo entre estas variagbes e os padrdes metabodlicos poderiam ser
Uteis para se analisar as bases estruturais responsaveis pela variabilidade na
TMR (e.g. EARLE AND LAVIGNE, 1990; SCOTT et al., 1996; BURNESS et al.,
1998).

Neste contexto o Capitulo 2 nos deu subsidios para que pudéssemos
verificar possiveis altera¢cdes na condicdo corporea em funcdo de fatores como
época do ano, periodo reprodutivo, disponibilidade de recursos. Posteriormente
testando os efeitos da variabilidade da condigdo corporea sobre o padrédo
metabdlico de G. microtarus (Capitulo 3).

O capitulo 1 versa sobre a validacdo do método utilizado para estimar a
condicdo corporea, conhecido como método para analise de condutividade
elétrica corporea “TOBEC”. Apesar de ser considerado um método nao-
invasivo, TOBEC requer validagdo contra dados quimicos, e esta validagédo é

espécie-especifica. Procuramos validar o método para estimar dois



compartimentos da condicdo corporea, massa magra e massa de lipideos, para
G. microtarsus. Procuramos também testar a precisdo e acuracidade dos
diversos modelos de regressdo propostos para a validacdo do método. Apds a
validagdo do método, descrevemos no capitulo 2 a dindmica anual da condi¢céo
corpOrea através de seus dois compartimentos (massa magra e massa de
lipideos). Possiveis efeitos de fatores como sexo, condi¢édo reprodutiva, época
do ano e disponibilidade de recursos (biomassa de frutas e invertebrados),
foram testadas através do Modelo Linear Geral.

Pelo exposto no neste capitulo, modificagbes em funcdo de sazonalidade
ambiental da dieta poderiam induzir modificacbes na condicdo corpoérea, e
desta forma, o objetivo do Capitulo 3 mediaria a andlise dos efeitos desta
variavel sobre a TMR. Neste capitulo pretendeu-se verificar a variabilidade da
TMR em funcdo de variacbes na condicdo corpérea e na dieta de G.
microtarsus. A associacdo da massa corporea e dieta com TMR podem revelar
as causas envolvidas na magnitude e variabilidade da TMR, desta forma, uma
andlise sobre o significado funcional da condi¢@o corporea requer identificar os
provaveis efeitos destas variacdes sobre o orcamento energético da espécie
sob condi¢des naturais (McNAB, 1997; SPEAKMAN, 2000).
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CAPITULO 1

ESTIMATING LEAN AND LIPID MASS IN A MARSUPIAL: ASSESSING THE
METHOD OF TOTAL BODY ELECTRICAL CONDUCTIVITY (TOBEC®).
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Resumo
A condicéo corpérea de um animal esta associada ao seu estado energético e,
portanto, fornecem uma medida indireta da aptiddo. Métodos quimicos para
quantificar a composigéo corporea sdo mais precisos, mas tem o inconveniente
de serem destrutivos. Como forma de contornar estes problemas diversas
metodologias indiretas foram desenvolvidas, sendo o uso da condutividade
elétrica corporea total (TOBEC) uma das mais utilizadas. Apesar de ser
considerado um método ndo-invasivo, TOBEC requer validagdo contra dados
quimicos, e esta validacdo é espécie-especifica. No presente trabalho,
procuramos validar o método TOBEC para estimar dois compartimentos da
condicdo corpérea, massa magra e lipideos, para o marsupial Gracilinaus
microtarsus. Procuramos também testar a precisdo e acuracidade dos diversos
modelos de regressdo propostos para a validacdo do método. Apesar do
método TOBEC ter sido adequado para estimar a massa magra de G.
microtarsus, sua eficiéncia € maior quando utilizado em conjunto com outras
medidas biométricas para corrigir eventuais diferengas interindividuais na
massa corpdérea ou na massa magra. Portanto, ndo encontramos justificativa
para o uso do chamado modelo classico para estimar a massa magra com o
método TOBEC. Nao encontramos diferenca entre os chamados modelos de
dois estagios ou modelos diretos e inversos para estimar a massa de lipideos
Todavia, a capacidade do método, independentemente do modelo utilizado,
mostrou-se aquém da desejada para estimar a quantidade de lipideos.
Portanto, a baixa capacidade do método nédo reflete qual o tipo de modelo
utilizado, mas sim as condi¢des intrinsecas de reserva de gordura do que ao

método propriamente dito.

Palavras-Chave : EM-SCAN TOBEC®, condicao corpérea, massa magra,

massa de lipideos, marsupial, Gracilinanus microtarsus
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Abstract
Body condition refers to some attributes of an animal that reflects its well-being
and which, directly or indirectly, ultimately contribute to its fithess. The most
accurate and precise way to estimate body condition is by chemical analysis,
but this method has several drawnbacks. To minimize such drawbacks, several
indirect models have been proposed, and indirect estimates of body condition
by quantification of the body electrical conductivity has witnessed a growing
usage. In the present work, we empirically validate the TOBEC® method to
estimate the body condition of the marsupial Gracilinanus microtarsus. The
second aim of our study was to test assumptions regarding the best way to
formulate predictive models to estimate body condition from TOBEC®
measurements. The TOBEC® method was precise and accurate enough to
estimate lean mass for G. microtarsus, and its efficiency was improved when
used in conjunction with other morphometric measurements. In this case, E-
index seems to be more suitable to correct for eventual interindividual
differences in Mb or in LMb rather than a predictive factor on its own. Thus, we
did not find justification to the “classical” approach used to estimate lean mass
with this method. We did not find any difference between the two-stage and the
direct models to estimate lipid mass. It seems that the low ability of the
TOBEC® method in estimate lipid mass did not reflected the type of the model
used but, rather, the inefficiency of the method when applied to animals that do

not accumulate proportionally higher amount of fat.

Key words: EM-SCAN TOBEC® body condition, lean mass, fat mass,
marsupial,

Gracilinanus microtarsus
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1. Introduction

Body condition refers to some attributes of an animal that reflects its well-
being and which, directly or indirectly, ultimately contribute to its fithess. Often,
body condition is associated with an organism’ energetic state, so that
estimates of lipid mass is assumed to provide an accurate measurement of
body condition (POND, 1978; WOLLNOUGH, et al. 1997; SCHULTE-
HOSTEEDE et al. 2001; 2005). Analysis of the dynamics of the variation in
body condition has provided powerful insights for elucidating several aspects of
the ecology and physiology of different vertebrate species (e.g. BACHMAN,
1994; KARASOV AND PINSHOW, 1998; BACHMAN AND WIDEMO, 1999;
SCHULTE-HOSTEDDE et al. 2001; PANGLE anD SUTTON 2005; PIERCE et
al., 2005). Even though the energy densities of hydrated lean body tissue is
nearly 10 times lower than the energy of fat tissue (BINTZ, 1985), the energy
conveyed by the lean tissue can also, under some circumstances, be an
important source of energy (ROBBINS, 1993; BACHMAN, 1994). Thus, an
accurate estimate of body condition requires the estimate of both lean and lipid
mass. In this context, the definition of body condition overlaps with that of body
composition, in the sense that both pertain to the variation of the body protein,
carbohydrates, lipids and water of an organism (ROBBINS, 1993;
WOLLNOUGH et al., 1997).

The most accurate and precise way to estimate body condition is by
chemical analysis of the homogenized carcass (REYNOLDS AnD KUNZ, 2001).



17

Besides the inherent problems associated with adequate sample size and/or
ethical considerations, this purely invasive method does not allow for temporal
resolution. An indirect estimate of body condition, thus, offers an alternative
approach for chemical analysis. The use of morphometric indexes is though to
be a convenient way to overcome these problems. Albeit such approach allows
for longitudinal measurements, its precision and accuracy seems to depend
upon the underlay statistical methods used to generate the models. Besides,
this approach rests on the often-untested assumption that the variability in the
morphometric indexes parallels the variability in body condition (e.g. HAYES
AND SHONKWILLER, 2001; GREEN, 2001; SCHULTE-HOSTEDDE et al. 2001,
2005).

Indirect estimates of body condition by quantification of the body
electrical conductivity has witnessed a growing use in the past decades. This
method relies on the fact that the conductivity of a living organism is mainly
determined by its lean mass, which contains most of the electrolytes, and that
the conductivity of the lipid mass is only 5% of that observed for lean mass (VAN
LOAN AND MAYCLIN, 1987; SCOTT, et al. 2001). Hence, if one assumes a
two-compartmental model, the lipid mass can be simply estimated by the
difference between total fresh body mass and the lean mass estimated by the
electrical conductivity (SCOTT et al., 2001). Two main methods have been used
to assess body condition through electrical conductivity: body impedance
analysis (BIA — LICHTENBELT, 2001) and the method of total body electrical
conductivity (TOBEC® — SCOTT et al.,, 2001). The use of BIA with small
mammals and birds is still incipient (LICHTENBELT, 2001; KARASOV AND
PINSHOW, 1998; WIRSING et al., 2002; WOOLNOUGH et al., 1997). On the
other hand, TOBEC® has been widely used to estimate body condition in small
mammals and birds (SCOTT et al.,, 2001 and references therein; UNANGST
AND WUNDER, 2002; WIRSING et al. 2002) and, compared with BIA, it has
produced results fairly similar in terms of precision and accuracy (KARASOV
AND PINSHOW, 1998; WIRSING et al. 2002).

The utility of TOBEC® depends, among other factors, on the
tridimensional distribution of the lean mass within the body (SCOTT et al. 2001).
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This means that the validation of the method for a given species does not have
applicability for other species, even when they have the same geometry
(SKAGEN et al., 1993; UNANGST AND WUNDER, 2001). Thus, the first
objective of this study is to empirically validate the use of TOBEC® method to
estimate body condition in Gracilinanus microtarsus, a marsupial species from
South America. WOLLNOUGH et al. (1997) used BIA to estimate body water in
the Australian marsupial Lasiorhinus latifrons, which was validated against the
isotopic  dilution method to estimate lipid mass PARKER AND
KROCKENBERGER (2002) used TOBEC® and the isotopic dilution method to
validate the use of total body water to estimate lipid mass in another Australian
marsupial (Isoodon macrourus). Hence, our study is the first to be carried out to
estimate body condition in a New-World marsupial and also the first where the
TOBEC® method was directly used to estimate lean and lipid mass in a
marsupial.

The second aim of our study was to test assumptions regarding the best
way to formulate predictive models to estimate body condition from TOBEC®
measurements. The most widely used approach to validate the TOBEC®
method involves the use of ordinary least square equations (OLS) to relate the
chemically-determined lean mass with the variation in the electrical conductivity
and, latter, the validation of the resultant equation in an independent sample or
through cross-validation methods (SCOTT et al., 2001 and references therein).
However, considerable debate still exists as to which variable should be used
as the independent ones in such predictive equations (SCOTT et al., 2001).
Besides this controversy, the use of direct or inverse equations and the two-
stage model to estimate lipid mass has produced conflicting results (SKAGEN
et al. 1993; CONWAY et al., 1994; BURGER, 1997; SCOTT et al.,, 2001;
VOLTURA AnD WUNDER 1998; UNANGST anD WUNDER, 2001; 2002). Few
studies that attempted to validate the TOBEC® method compared the accuracy
and precision of the predictive equations as function of the assumption about
the variables and the impact of this assumptions on the resultant estimate of
lipid mass (SKAGEN et al.,, 1993; BURGER, 1997). Notwithstanding the
species-specific nature of the validation of the TOBEC® method (UNANGST
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AND WUNDER, 2001), we believe that such comparisons are worth in that they
may provide useful recommendations for another validation studies.
Furthermore, we believe that such comparisons may help in the search for the
mostly accurate and precise equations to predict body condition within a
temporal scale. Thus, in order to test for the accuracy and precision of the
models, we carried out paired comparisons between the absolute and relative
errors associated with the direct, inverse models to estimate lean mass and
direct, inverse and two-stage model to estimate lipid mass with the TOBEC®

method.

2. Material and Methods

Adult, non-reproductive females (n = 7) and males (n = 10) of G.
microtarsus were collected with Sherman traps between February and July
2004 in a savana-like vegetation (locally know as Cerradé&o) in the municipiality
of Américo Brasiliense, S0 Paulo State, southeastern Brazil (21°43'33”S and
48° 01°07”W). In order to avoid the potential effects of capture (stress, changes
in body water, etc), and of the stomach content on the conductivity readings
(VOLTURA AND WUNDER, 1998; SCOTT et al., 2001), animals were kept in
individual cages for one day before the measurements, when they were feed
with artificial diets (Purina, < 5% crude fiber), and had ad libitum access to
water. Cages were kept at room temperature (between 25 — 28°C). Experiments
were carried out at the same period of the day (between 16:00-18:00 hours) out
in animals food-deprived for 12 hours, within temperature similar to those used
for maintenance.

This work was carried out under permission issued by the “Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente”, Brazil (IBAMA (64/2003-CGF AU/LIC - proc.
02001.007176/03-69) and all procedures conformed to guidelines of the

American Society of Mammalogists (Animal Care and Use Committee 1998).
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2.1 Measuring body electrical conductivity

All measurements of body electrical conductivity were carried out in an
EM-SCAN® Small Animal Body Composition Analyser model SA-3057. Initially
we attempted to use the smallest detection chamber (model SA-3044).
However, we found that the background levels of this chamber consistently
remained outside the factory-specified levels, even after warm-up times in
excess of 3 hours. Thus, we decided to use the largest chamber available,
which attained stability after a warm-up time of less than an hour. In principle,
the most precise readings are obtained in chamber with the smallest possible
internal diameter. However, VOLTURA AND WUNDER (1998) found that the
predictive error associated with a detection chamber (model SA-3044) was
higher than the predictive error associated with the use of a larger detection
chamber (model SA-2) for praire voles (Microtus ochrogaster). Thus, we
assumed that the use a larger detection chamber in our study did not affect the
accuracy of our readings.

We warmed-up the instrument for at least 3 hours before the onset of
conductivity measurements (hereafter referred to as E-index, the output of the
EM-SCAN®). After, we placed each individual into the holding acrylic device
supplied by the factory, and constancy of position was assured by restraining
the unanesthetized animal with nylon mesh stock secured to the holding device
by Velcro fastenings. The holding device were then fully inserted into the
detection chamber, with the closed part facing up, and with the belly snugly
pressed against the wall of the chamber. The holding device were inserted and
positioned in the center of the detection chamber until a stable reading was
obtained (usually less than 10 seconds). Then, the holding device was removed
and re-inserted, a new reading was taken, and the protocol repeated 5 times.
This procedure was repeated for all measurements in all individuals and took
less than 5 minutes. The E-index obtained in such runs were then averaged and
used for subsequent analysis. Mean coefficient of variation (CV) calculated from
the mean and standard deviations of these individuals successive readings
gave a value of 0.57 + 0.11% (0 — 1.86%). Prior to the measurements, the

equipment were calibrated by inserting a phantom tube with a know
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electromagnetic field (E-index = 400). The reference phantom was inserted 3
times. Average readings were equal to 404.7 £ 1.91 (range: 395.3 — 414.8; CV
= 1.94%), well within the confidence limits determined by the manufacturer.
Body mass were measured also prior and after the readings with an electronic
balance (precision of + 0.01g) and a mean value were used for latter
calculations. Although body temperature was not measured, we did not
observed any sign of torpor after the end of the experiments. Finally, chemically
determination of body water content (see Table 1) revealed that all animals

were in a good hydration state.

2.2 Chemical Analysis

Immediately after the last reading, animals were killed by a ketamine
overdose and carcass was frozen in liquid N, until they were homogenized in
the laboratory (usually 3-5 days latter). Homogenization was accomplished by
grinding the carcass in an industrial blender several times. During the
homogenization procedure, no organs were removed and we found that all the
stomachs were emptied. The resultant frozen homogenate was sent by contract
to the Animal Nutrition Laboratory of The Federal University of Ponta Grossa
(Parana State) where they were dried in an oven at 50°C until constant weight.
Fat content was extracted by the Soxhelt method, following standard
procedures (see details in REYNOLDS AND KUNZ, 2001), usually in triplicates.
We used a two-compartment model to chemically assess the body composition
(REYNOLDS AND KUNZ, 2001). Water content was determined as the
difference between fresh dead mass and the dry mass. Fat mass was equal to
the extracted fat, and lean mass is the difference between dead fresh body
mass and fat mass, and thus, includes the water content of the animal.
Accordingly to the contracted laboratory standards the coefficient of variations

(CV) associated with fat determination were always less than 3%.
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2.3 Generating Predictive Equations

Before generating predictive equations from regression analysis, we
tested for normality, with a Kolgomorov-Smirnov test, all variables involved in
the analysis. K-S distances for all variables showed no detectable departure
from normality (P > 0.05 for all variables). In the course of derivation of all the
regression models described below, we also checked for potential outliers by
calculating Cook’s distances from the residuals and flagging those that
exceeded or approached 1 (ZAR, 1999). In no circumstances we found an
outlier in our data set. Finally, t-tests showed that there were no differences
between males and females in any of the body compartments (see Table 1 for
results), or in the E-index value (t = 0.15; df = 15; P = 0.9). Thus, gender was
not considered for generating the models.

Values of fresh total body mass (Mb), E-index, wet lean body mass
(LMb) and wet lipid mass (LiMb) were used in simple and multiple regressions
to derive equations to predict body condition of G. microtarsus. We opted to use
only ordinary least regressions (OLS) because preliminary analysis showed that
other equations (polynomials, quadratic) did not improve the predictive power.
In the inverse models, LMb and LiMb were used in an OLS as the independent
variables, whereas E-index and Mb were used as the dependent variables.
Thus, LMb and LiMb were obtained by algebraic transformations, and the
confidence and predictive intervals calculated by the inverse procedure (ZAR,
1999). We did not presented multiple inverse equations due to the impossibility
of calculating confidence and predictive intervals for such estimates (ZAR, 1999
— see discussion). We also generated equations from direct models to estimate
LMb and LiMb. In this case, we used multiple (E-index and Mb jointly as
independent variables) and simple regressions (E-index and Mb analysed
separately). Confidence and prediction intervals for such equations were
calculated following ZAR (1999). Further, we also used the two-stage model,
whereby LiMb is estimated by the difference between Mb and LMb obtained
from the inverse and direct models, as described above. It should be noted that,
with this approach, absolute errors, but not the relative errors (see below), were
the same as those calculated from the estimates of LMb (SCOTT et al., 2001).
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2.4 Assessing and comparing the equations

We evaluated the predictive power of each equation (for lean mass and
fat mass) by using the procedure described by SCOTT et al. (2001). We first
calculated the absolute error of each equation by a method knows as cross-
validation (e.g. SKEGEN et al., 1993; UNANGST AND MERKELY, 2002). In this
method, a value for a given animal was omitted and a regression equation is
generated and used to predict the value for this particular animal. The
difference between the actual and the predicted value is termed the individual
absolute error. Then, this point is added back and a new point removed until all
individuals were accounted. The average of all individual absolute errors is
termed the average absolute error. The sum of square of the individual errors
gives the Predicted Error Sum of Squares (PRESS), which is a useful measure
of how well the regression equation fits the data (ZAR, 1999). Finally, we used
the protocol suggested by SCOTT et al. (2001) to calculate the relative error of
predictive equations. The mean absolute error is compared against the variation
range of the chemically determined values used in the calibration equations. If
the absolute errors, within a 95% confidence interval, exceeded these values,
then the resolution of the equation cannot be considered fine enough to predict
the value of interest. Accordingly to SCOTT et al. (2001), errors expressed in
the context of the variability in the limits of the estimated value are more
indicative of the accuracy of a given equation than the errors estimated by
conventional method. Direct, pairwise, comparisons between the absolute and
relative errors, PRESS statistics and the prediction and confidence intervals
were jointly used to choose the best equations among the several ones
generated to predicted lean and lipid mass of G. microtarsus. We carried out all
analysis with the software Statistica 7.0, used a fiducial level of 0.05% to
access significance. Unless otherwise noted, mean values were presented with

their respective standard errors.
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3 Results

3.1 Chemically-determined Body Condition: General Patterns

Biometric and chemically-determined parameters of body condition of G.
microtarsus are presented in Table 1. These values were latter used to validate
the TOBEC® method. Overall, the variables showed lower coefficient of
variation (CV). An exception was the amount of lipid mass, which showed CV
up to 50%. Hydration state was considered satisfactory, with total body water
content ranging from 60 to 70% of Mb. A correlation analysis among all the
components (absolute values) of body condition listed in Table 1 showed
significant pairwise correlations (P < 0.05 for all cases) but for between LiMb
and E-Index (P = 0.08), and between LiMb and body water content (P = 0.07).

3.2 Lean Mass Estimates

Results obtained for LMb estimates of G. microtarsus with the direct and
inverse models are presented in Table 2. In the linear equation 1 (direct
model), using only Mb as the independent variable, 99% of the variability in LMb
is predicted by the variability in Mb, with a mean absolute error of 0.23g. Thus,
the relative error of the estimate is only 4% of the actual variation in LMb (8.4¢g-
see Table 1). The direct model using only E-Index as the predictor variable
(equation 2 — Table 2), explain 85% of the variation in LMb, with a mean
absolute error of 0.90g, which translate into a relative error of 14%. The
confidence and prediction intervals to estimate a mean value of LMb with this
model are wider than the limits observed with the use of equation 1 (Table 3).
When E-Index and Mb were jointly used to predict LMb (multiple regression-
equation 3), the mean absolute error was similar to those observed for the
equation 1, the relative error decreased by 0.2%, the PRESS statistics showed
a lower value (Table 2), and the confidence and prediction intervals narrowed
(Table 3). Taken together, these results suggest a better accuracy of the direct
multiple regression to estimate LMb.

Equations derived from OLS with the inverse model did not improve the
accuracy and precision of the LMb estimates. When Mb was used as the

dependent variable, the absolute and relative error was similar to the analogous
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direct equation (equation 1), but the confidence interval increased substantially
(Table 3). By using E-index as the dependent variable increases the mean
absolute error to 1.10g, which translate into a relative error of 16.4%. When
compared to the analogous direct model (equation 2), both confidence and

prediction intervals showed wider amplitudes (Table 3).

3.3 Lipid Mass Estimates

Estimates of LiMb were carried out with two procedures: via two-stage
model and with a similar procedure used to estimate LMb (direct and inverse
models). Table 4 shows the results obtained for estimates of LiMb from direct
and inverse models. As hitherto reported, no correlation was found between
LiMb and E-index, so results from direct and inverse models using only these
two variables were not presented. In the resultant linear direct model, variation
in Mb explained 40% of the variation in LiMb. The relative error indicates that
30% of the total variation in the estimated LiMb can be attributed to the error of
the model. When a multiple regression model was used, including E-index
along with Mb as the predictor variables, the accuracy and precision of the
estimate improved. In fact, adding E-index to the model further increased in
11% the amount of the explained variability in LiMb. Furthermore, the value for
the PRESS statistics lowered and the relative error of the estimate decreased
by 1% (Table 4). Finally, for direct models confidence and prediction intervals
for the multiple regressions narrowed when compared with the linear equation
to estimate LiMb (Table 5). For the inverse model, linear equation using Mb as
the dependent variable, the mean absolute error in the estimate of LiMb was
0.4g (Table 4).. Compared with the actual range of LiMb (1.3g — Table 1), this
absolute error translates into a relative error of 49.3% (Table 4). In terms of
confidence intervals, the inverse model gave intervals whose range were 40%
higher than those observed for the analogous direct model (Table 5).

Comparisons of the accuracy and precision of the LiMb estimates with
the use of the two-stage procedure (subtracting LMb from Mb) were carried out
by the analysis of the relative error of the estimates (Figure 1). Thus, within the

amplitude of the chemically-determined LiMb, the best model indicated that
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29% of the variability in the estimate can be due to the error associated with the
multiple regression model used to estimate LMb. Furthermore, the magnitude of
this error did not differed irrespective of whether LiMb was calculated from LMb
estimated either by direct (linear or multiple regressions) or inverse models. On
the other extreme, LiMb calculated from LMb estimates using solely E-index
(either direct or inverse models) gave relative errors that exceeded 100%
(Figure 1).

4 Discussion

Like most of other validation studies (SCOTT et al., 2001 and references
therein; WIRSING et al., 2002), our results attest that the TOBEC® method is
accurate and precise enough to estimate LMb of G. microtarsus. However, our
analysis suggests that the “classical” approach used to generate predictive
equations does not offer the best results. In the “classical” approach used to
estimate LMb with the TOBEC® method, simple OLS regressions were
generated with E-index as the response variable and LMb as the independent
variable. With this procedure, estimate of LMb is done algebraically by
manipulating the resultant linear regression (inverse models — WALSBERG,
1988; CASTRO et al., 1990; VOLTURA anD WUNDER, 1998; UNANGST AND
WUNDER, 2001; 2002). The “classical” approach can be justified because the
variability in LMb is responsible for the variability in the E-index (SCOTT et al.,
2001), and because OLS models assume that the independent variable is
measured without error (ZAR, 1999). Although it is impossible to call into
question the direction of the dependence between LMb and E-index, it is not so
clear why measurements of E-index should have larger errors than the
chemically estimation of LMb. If certain conditions are observed, specially the
constancy of position inside the detection chamber, E-index can be obtained
with fairly small errors (CONWAY et al.,, 1994; KARASOV AND PINSHOW,
1998; SCOTT et al., 2001; WIRSING et al., 2002). Moreover, quantification of
body condition by chemical methods is only accurate when extreme care is
observed in all the steps involved in this procedure (REYNOLDS AND KUNZ,
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2001). Thus, at least based on the assumption of measurement errors, there is
no reason a prior to adopt the “classical” approach. In our analysis, for instance,
estimate of LMb directly from E-index (or Mb - i.e. the direct model) had the
same precision and accuracy as those observed for the correspondent inverse
model (Tables 2 and 4 — see also SKAGEN et al., 1993; CONWAY et al., 1994,
BURGER, 1997).

Notwithstanding this fact, and irrespective of whether direct or inverse
models are used, OLS models generated using only E-index had lower
resolution than the same models generated using only Mb. Besides the higher
absolute and relative errors, the lower resolution of models using only E-index
can be assessed by comparing the confidence and prediction intervals with
those obtained from models using only Mb. Using only direct models as an
example, the 95% prediction interval for the equation using only Mb shows that
a prediction of LMb for a new sample of G. microtarsus would lie within 0.14
and 0.32 grams of the measured value (Table 3). This interval covers only 1.7
to 3.8% of the observed range of LMb in the sample (8.4 grams — Table 1).
Prediction of LMb from this equation for a single case would lie within 0.58 e
0.63 grams of the observed value, an interval covering 6.8% to 7.5% of the
observed value. On the other hand, when only E-index was used, prediction of
LMb for a new sample would represent, with 95% of probability, 52 to 56%,
respectively, of the observed limit of LMb. As noted by BURGER (1997), these
results would not have changed had the limits been compared using inverse
models. When E-index and Mb were used as independent variables, prediction
of LMb for a new sample would lie within 0.13 and 0.24 grams of the measured
value, with 95% probability. This interval covers 1.5 to 2.8% of the actual range
of LMb in our sample. This is a rather small improvement in the predictive
power of the equation when compared with results from other studies, where
other morphometric measurements were used along with Mb and E-index
(CONWAY et al., 1994; BURGER, 1997). Nevertheless, our results suggest
that the predictive power of the equation used to predict LMb tends to increase
when multiple regressions are used. Thus, this results support our suggestion

that there is no reason a priori to use the “classical” approach to estimate LMb.
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Furthermore, as pointed out by SKAGEN et al. (1993), it seems that the (small)
improvement of the multiple regression in prediction LMb when E-Index is
included as an independent occurs only because this variable corrects
individual differences in LMB and Mb rather than because of its underlying
predictive power.

Even though TOBEC® method was not developed to estimate lipid
mass, the widespread notion that body condition is tightly related to energy
stores in the form of fat depots (POND, 1978; SCHULTE-HOSTEEDE et al.,
2001; 2005) probably was the main driven force behind the studies that
attempted to use this technique to estimate LiMb (SCOTT et al., 2001 and
references therein). The first approach toward this goal was the so-called two-
stage model, where a two-compartmental model for body condition was
assumed and LiMb was estimated by the difference between Mb and TOBEC®
estimated value (from inverse models) of LMb (WALSBERG, 1988; CASTRO
et al., 1990; ROBY, 1991). In our study, estimating LiMb using this approach
gave a relative error higher than 100%. Probably, this high error is due to two
reasons: first, it reflects the higher error observed from estimates of LMb from
E-Index in the inverse model and, second, the fact that LiMB is only a small
portion of Mb (MORTON, 1991). Using LMb estimated from direct models did
not minimize the higher error associated with the two-stage model. However,
the error was substantially reduced (ca. 30%) when LiIMB was estimated from
Mb (either with direct and inversemodels) or from multiple regression using both
Mb and E-index. Thus, we found no justification to the use of the method
whereby estimate of LMb from linear regression with E-index and subsequent
estimate of LiMb by subtraction from Mb is used to quantify body condition
using TOBEC® (WALSBERG, 1988; CASTRO et al., 1990; ROBY, 1991).

One of the drawbacks of the two-stage model to estimate LiMb from the
difference between Mb and multiple-regression estimates of LMb is that it is
impossible to place confidence and prediction intervals when inverse model is
used. Such limits are important in that they allow the analysis of the extent by
which the accuracy of body condition estimates in a given sample could be

used to predict body condition for a new single case or sample (ROBY, 1991,
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SKAGEN et al., 1993; CONWAY et al., 1994). Thus, some authors suggested
that LiMb should be estimated directly from E-Index, and that the inclusion of
morphometric measurements improve the predictive power of these equations
(MORTON, 1991; SKAGEN et al.,, 1993; VOLTURA AnD WUNDER, 1998;
UNANGST anD WUNDER, 2001; 2002). We found that the direct estimation of
LiMb from E-index and Mb using a multiple regression would lie, within a 95%
limit, within 0.15 and 0.32 grams of the measured value, an interval covering
14.4 to 31% of the observed limit of LiMb, and that the prediction of LiMb for a
single new case would lie around 1.07 grams of the observed value, a value
more than 10% higher than the observed limit of LiMb. It is worth mention that
these calculations were based on our best model to directly estimate LiMb; for
the other models (see Table 5), the confidence and intervals limits increased
substantially. Also, the relative error for this model did not differ from our best
model derived from the two-stage approach (ca. 30%).

Taken together, our results show that, despite the possibility of placing
confidence and prediction intervals from direct estimates of LiMb, the best two-
stage model to estimate LiMb gave exactly the same error as the direct
estimate of LiMb (using LiMb as a response variable). Such a similarity was
already noted in previous studies (BURGER, 1997; VOLTURA aAnD WUNDER
1998; SCOTT et al., 2001). More important, however, is that, irrespective of the
model used, TOBEC® method is not efficient to estimate LiMb for G.
microtarsus. The high error of the estimate and the wide prediction interval
suggests a reduced ability of this method to predict LiMb for a single new case
and, to a lesser extent, of a new sample. Albeit our best equation to estimate
LiMb only included a single morphometric variable (Mb), we do not believe that
inclusion of additional biometric measurements would have increased the
predictive power of this equation. As noted by other authors, TOBEC® is
relatively inefficient to predict LiMb for animals that had lower fat mass (in
relation to Mb) and/or that shows lower variability in the amount of fat mass
(SKAGEN et al., 1993; BURGER, 1997; VOLTURA aAND WUNDER, 1998;
UNANGST AND WUNDER, 2001; 2002). This seems to be the case for G.

microtarsus: the amount of lipid mass in less than 5% of Mb and, although
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interindividual variability was higher than 50%, the range of LiMb did not
exceeded 1 gram. Furthermore, likely other marsupials (MCNAB, 1986), most of
the fat depots of G. microtarsus might be restricted to a single place in the body
(e.g. tail), and this uneven distribution might introduce bias in the conductivity
measurement using TOBEC® (UNASGST AND MERKELY, 2002).

In summary, the TOBEC® method was precise and accurate enough to
estimate LMb for G. microtarsus, and its efficiency was improved when used in
conjunction with other morphometric measurements, such as Mb. In this case,
E-index seems to be more suitable to correct for eventual interindividual
differences in Mb or in LMb rather than a predictive factor on its own. Thus, we
did not find justification to the “classical” approach used to estimate LMb with
this method. Judging only from comparison of the relative errors, we did not find
any difference between the two-stage and the direct models to estimate LiMb. It
seems that low ability of the TOBEC® method in estimate LiMb did not reflected
the type of the model used but, rather, the inefficiency of the method when
applied to animals that do not accumulate proportionally higher amount of fat.
This lower efficiency was also observed when other methods (BIA, isotopic
dilution) where used in animals with intrinsically lower amount of fat and/or
when fat content showed a lowered individual variability (PARKER AND
KROCKENBERGER, 2002; WIRSING et al., 2002). We are aware that this
results should prevent us to give a take-home advice concerning the accuracy
of the TOBEC® method to estimate LiMb. Nevertheless, the similarity in the
results obtained from the two-stage and the direct estimates of LiMb (using
LiMb as depedendent variable), lead us to agree with the advice made by
BURGER (1997), that the two-stage models should be favored because it
preserved the real relationship that exists among the body condition

compartments.
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Table 1 — Summary of biometric values and body condition parameters of
Gracilinanus microtarsus. Values expressed as means = 1 standard deviation.
Number in parenthesis indicates amplitude of pooled data (males and females).
CV = coefficient of variation (%). Data for % of lipid mass expressed as a
function of total fresh body mass, and data for % of body water expressed as a
function of lean mass. P refers to probability associated with comparisions (from
a t-test) of mean values of males and females.

Pooled Males Females P
(n=17) (n=10) (n=7)

Body Mass (g) 17.8+2.74 179+25 17.6+3.2 0.83
(13.5-22.7)
(CV =15.4) (CV =13.9) (CV =18.2)

Lean Mass (g) 17.1+2.54 17.2+2.4 16.9+29 0.81
(13.2 - 21.6)
(CV =14.8) (CV =13.9) (CV=17.2)

Lipid Mass (g) 0.72+0.34 0.71+0.32 0.73+0.39 0.92
(0.29 - 1.33)
(CV =47.2) (CV =45.1) (CV = 53.4)

Body Water (g) 12.4+2.12 124422 122+22 0.85
(9.34-16.3)
(CV=17.1) (Cv=177) (CV = 18)

% Lipid Mass 3.94 + 1.56 3.96 + 1.61 3.91+1.62 0.95
(1.87 - 6.27)
(CV =39.3) (CV =40.7) (CV =41.4)

% Body Water 72.1+3.13 71.9+4.1 62.3+1.1 0.80
(64.5 - 76.8)

(CV=4.3) (CV =5.7) (CV = 18)
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Table 2 — Equations generated to estimate lean mass (LMb) of Gracilinanus
microtarsus through direct and inverse models. LMb = Lean body mass
(grams). Mb = Fresh body mass (grams). E-index = TOBEC® derived
measurement of conductivity. SEE = Standard error of the equation (grams).
PRESS = value for the PRESS statistics. MAE = Mean absolute error (grams).
95%CL = 95% confidence limit of the equations. RE = Relative Error.
(calculated accordingly to Scott et al. (2001). See text for further details.

Equations SEE PRESS MAE RE (%)

Direct Model

1) LMb = 0.67(+0.4) + 0.92(+0.02)Mb

r’ =0.99; P < 0.001 0.23 £0.04
0.27 1.33 3.77
95%CL = 0,08

2)LMb = —4.69(+2.37) + 0,17(+0.02)E-index 0.90 + 0.04
r? = 0,85; P < 0.001 ’ 1.84 95%CL=031 14.4

3) LMb = —0.24(0.66) + 0.02(0.01) E-index +
0.83(+0.05)Mb 0.22 +0.03

0.25 1.18 3.57
r’ =0.99; P < 0.001 95%CL =0.07

Inverse Model

4) Mb = —0.53(20,49)+1.07(+0.03)LMb 0,23 + 0,04
0.28 1.38 3.77
r?=0.99;: P < 0.001 95%CL = 0.08
1.06 +0..15

5) E-index = 41.6(+9.14)+4,88(+0.53)LMb

1.10 249 95%CL=0.31 16.4
r’=0.85; P <0.001




38

Table 3 — Estimated values (grams) from the direct and inverse equations used
to predict lean mass. Estimations are the 95% confidence (Cl) and prediction
intervals (PI) for the mean and maximum values of lean mass derived from
each predictive equation. Symbols as in Table 2.

Equation

Mean (g) = 95% ClI
(95% PI)

Maximum (g) £ 95%
ClI (95% PI)

Direct Model

LMb =0.67 + 0.92*Mb

LMb = —4.69 + 0.17*E-index

LMb= - 0.24+ 0.02*E-index + 0.83*Mb

Inverse Model

Mb =-0.53 + 1.07LMb

E-index = 41.6+4.88*LMb

17.1 +0.14 (0.58)

17.1 +4.38 (4.71)

17.1+0.13 (0.56)

17.1+0.60 (1.2)

17.1 + 4.5 (4.9)

21.61 + 0.32 (0.63)

22.05 + 4.18 (4.71)

21.74 £ 0.24 (0.61)

21.7 +0.70 (1.3)

22.96 + 4.5 (4.8)
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Table 4 — Equations generated to estimate lipid mass (LiMb) of Gracilinanus
microtarsus through direct and inverse models. Symbols as in Table 2.

Equations SEE PRESS MAE RE (%)
Direct Model
1) LiMb =—0.66 (0.4) + 0.08(0.02)Mb 0.23+0.04
0.27 1.33 30.3
r’=0.4; P=0.007 95%CL = 0.08
2) LiMb = 0.25(0.66) — 0.02(0.01)E-index
0.23 +0.03
+0.17(0.05) Mb 0.25 1.18 29.2
X 95%CL = 0.07
r-=0.51; P=0.007
Inverse Model
1) Mb = 14.13(1.28) + 5.14(1.63)LiMb 0.4 +£0.06
0.43 3.46 49.1

r’=0.4; P<0.001

95%CL =0.11
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Tabela 5 — Estimated values (grams) from the direct and inverse equations
used to predict lipid mass. Estimations are the 95% confidence (CI) and
prediction intervals (PI) for the mean and maximum values of lipid mass derived
from each predictive equation. Symbols as in Table 2.

] Mean (g) = 95% ClI Maximo(g) + 95% ClI
Equation
(95% PI) (95% PI)
Direct Model
LiMb = - 0.66 + 0.08*Mb 0.72 £ 0.91 (1.07) 1.09 £ 0.89 (1.06)
LiMb =0.25 — 0.02*E-Index + 0.17* Mb
0.72 + 0.15 (0.55) 0.97 £ 0.32 (0.63)

Inverse Model

Mb = 14.13 + 5.14*LiMb 0.72 +1.25 (1.35) 1.46 + 0.93 (1.35)
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Legend

Figure 1 — Relative error in the estimation of lipid mass with two-stage model.
Models numbers refers to OLS (linear or multiple) used to estimate lean
mass from direct and inverse models. See Table 2 for the sequence of

the models (equations).
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CAPITULO 2

Fatores que afetam a dindmica da condigcdo corpdrea de Gracilinanus

microtarsus (Didelphimorphia: Didelphidae).
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Resumo

Neste estudo nos analisamos e descrevemos a dinamica da condi¢cao corporea
de uma populagédo de Gracilinanus microtarsus (WAGNER, 1842), baseados
em dados coletados entre os meses de janeiro a dezembro de 2004. A
diferenca encontrada na condi¢cdo corporea entre sexo depende da condigcédo
reprodutiva. Entretanto os modelos mostraram que tais interacfes dependem
da biomassa de invertebrados. Machos reprodutivos e ndo reprodutivos
apresentam maiores valores absolutos de massa magra (MM) e de massa de
lipideos (ML) quando comparados as fémeas. Quando comparados em termos
relativos ambos os sexos ndo apresentaram diferengas significativas na (Y%6MM)
e na (%ML). Em resumo, a espécie apresenta um aumento da condi¢ao
corpérea, ajustados a estacdo Umida e ao periodo reprodutivo. Desta forma
parece claro que estratégias de histdria de vida e outras variaveis e interacdes
entre fatores climaticos, alimentares, fisiol6gicos e também sociais determinam

direta e indiretamente a dinAmica da condigdo corporea de G. microtarsus.

Palavras-Chave : condicdo corpérea, massa magra, massa de lipideos,

marsupial, Gracilinanus microtarsus
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Abstract
In this study we analyzed and we described the possible responsible factors for
the variability of the corporal condition of a population of Gralinanus microtarsus
(Wagner, 1842), based on data collected among the months of January to
December of 2004. The difference found in the body condition between males
and females depends on the reproductive condition. However the model
showed that such interplay depends on the biomass of invertebrate.
Reproductive males and no reproductive they present larger absolute values of
lean mass (MM) and of fat mass (ML) when compared the females. When
compared in relative terms the sexes didn't present significant differences in the
(%MM) and (%ML). In a brief way, the species present an increase of all the
components of the body condition, adjusted to the humid season and the
reproductive period. This way of course strategies of life history and another
variables and interplay among factors climatic, diet, physiologic and social
determine direct and indirectly the dynamics of the body condition of G.

microtarsus.

Key words: body condition, lean mass, fat mass, marsupial, Gracilinanus

microtarsus



46

1. Introducéo

Padrdes de histéria de vida sdo considerados como um conjunto de
caracteristicas morfoldgicas, fisiolégicas e comportamentais as quais, de forma
direta ou indireta, influenciam a sobrevivéncia e o sucesso reprodutivo de um
organismo (STEARNS, 1992; ROFF, 2002). Diversas destas caracteristicas
apresentam ciclos dindmicos em ambientes sazonais que sdo considerados
adaptacdes frente as flutuagbes climaticas e de disponibilidade de recursos
(LINDSTEDT aND BOYCE, 1985; ROFF, 2002). A condicdo corpérea de um
animal reflete seu estado energético e pode ser considerada um componente
das estratégias de histéria de vida, uma vez que diversos parametros
relacionados a reproducdo e sobrevivéncia estdo -correlacionados com
variacdes na condi¢do corpérea (BACHMAN anp WIDEMO 1999; SCHULTE-
HOSTEDDE et al., 2001; 2005). Nesse contexto o entendimento da dindmica
da condicdo corpérea de uma espécie € de suma importancia, pois sua
variabilidade pode ser um indicador de respostas frente a tais variagbes
sazonais (LIMA et al., 1997).

Em mamiferos, a massa corporea total € usualmente utilizada como
indicador da condi¢cdo de um individuo, e além das varia¢des induzidas por
fatores extrinsecos ligados a sazonalidade do ambiente (clima, qualidade e
disponibilidade de recursos -; MERRIT et al., 2001; PEACOCK et al., 2004; LI
AND WANG, 2005; LOVEGROVE, 2005) diversos estudos demonstraram que a
massa corporea também pode variar devido a fatores intrinsecos (e.g., sexo e
condicéo reprodutiva - KWIECINSKI et al., 1987; CAUGHTLEY AND SINCLAIR,
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1994, HARDER et al, 1996; REYNOLDS aAND KUNZ, 2000;
KROCKENBERGER, 2003). A premissa de que variagdes na massa corporea
refletem modificacdes na condigdo corpdrea baseiam-se na suposi¢céo de que
estas mudancas sao usualmente associadas a reservas de gordura. Além de
problemas de cunho estatistico (GREEN, 2001; SCHULTE-HOSTEDDE et al.
2001; 2005), esta premissa desconsidera o fato de que, embora a densidade
energética do tecido adiposo ser até 10 vezes maior do que a energia contida
no tecido corp6reo magro hidratado (proteinas e carboidratos - BINTZ 1985),
esta Ultima pode, em determinadas circunstancias, ser uma importante fonte de
reserva energética (BACHMAN, 1994; KARASOV AND PINSHOW, 1998;
PIERCE AND MCWILLIAMS, 2004) e, desta forma, também ser responsavel
pela variagdo na massa corporea. Portanto, verificar a premissa de que
variagdo na massa corporea reflete mudancas na condigdo corporea, e analisar
a extensdo pela qual estas variacdes estdo associadas & ajustes adaptativos
nas estratégias de historia de vida requer a andlise conjunta das fontes (fatores
intrinsecos e extrinsecos) e dos padrdes de variagdo na massa corpérea total,
na quantidade de gordura e da massa magra (BACHMAN, 1994; BACHMAN
AND WIDEMO, 1999).

A distingdo entre iteroparidade (multiplos eventos reprodutivos durante o
ciclo de vida) e semelparidade (um Unico evento reprodutivo durante o ciclo de
vida, apés o qual os organismos morrem) é uma das mais fundamentais
dicotomias nas estratégias de histéria de vida (STEARNS, 1992, ROFF, 2002).
Em vertebrados terrestres, a semelparidade é restrita a machos de apenas
algumas espécies de marsupiais das familias Dasyuridae e Didelphidae
(BRADLEY, 1997; BOONSTRA, 2005). Afora uma provavel predisposi¢do
filogenética (OAKWOOD et al., 2001), a sazonalidade do ambiente traduzida
por limitagbes na quantidade e qualidade de recursos pode restringir as
chances de sobrevivéncia dos machos a apenas um determinado periodo do
ano, favorecendo assim a evolucdo desta estratégia (MILLS AND BENCINI
2000, WOLFE et al., 2004; BOONSTRA, 2005). Dimorfismo na massa e
mudancgas neste pardmetro e na condi¢cdo corpérea (a0 menos para machos)

foram documentadas antes e durante o periodo reprodutivo para a maioria das
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espécies de marsupiais semélparos estudadas (LEE AND COCKBURN, 1985;
BRADLEY, 1997; OAKWOOD et al., 2001; todavia ver WOODS AND
HELLGREN, 2003). Estas alteracdes estdo usualmente associadas ao acumulo
de reservas energéticas na forma de gordura antes do inicio da estacao
reprodutiva. Todavia, em algumas espécies, especialmente pequenos
dasiurideos dos géneros Antechinus e Phascogale, a quantidade de gordura
acumulada pode ndo ser suficiente para atender as altas demandas
energéticas associadas a reproducédo (LEE AND COKBURN, 1985; BRADLEY,
1997, BOONSTRA, 2005). Esta situacdo € especialmente relevante para
machos destas espécies que se reproduzem durante condi¢cdes desfavoraveis
em termos de disponibilidades e qualidade de recursos (BOONSTRA, 2005).
Neste caso, a mudanga na massa corpdrea nos periodos que antecedem a
reproducdo também se d& por acumulo de energia na forma de proteinas, a
qual posteriormente é catabolizada via gluconeogénese dos tecidos magros
(LEE AnD COKBURN, 1985; OAKWOOD et al.,, 1991; BOONSTRA, 2005).
Portanto, a variagdo na massa corpOrea nestes animais esti associada a
variacbes na condicdo corporea, com padrdes distintos na dinamica de
acumulo e uso de gordura e tecido magro que, aparentemente, dependem do
estado reprodutivo e da disponibilidade de recursos.

Em didelfideos a existéncia de semelparidade foi sugerida para poucas
espécies como Marmosa incana (LORINI et al., 1994), Monodelphis dimidiata
(PINE, 1994), e Didelphis virginiana (WOODS aAnD HELGREEN, 2003). A partir
de estudos de marcacdo e recaptura de uma populacdo de Gracilinanus
microtarsus em um ambiente sazonal (Cerrado), MARTINS (2004), verificou
que a recaptura de machos diminui progressivamente ao longo do periodo
reprodutivo e a existéncia de geracdes discretas de machos, o que levou este
autor a sugerir a existéncia de semelparidade para esta espécie (OAKWOOD
et al., 2001). Além do mais, MARTINS (2004) verificou um répido e repentino
ganho de massa corp6rea em ambos os sexos em um curto espago de tempo.
Todavia, nenhum destes estudos documentou a contribuicdo relativa da
quantidade de gordura e de tecido magro para esta mudanca, e tampouco foi

documentada como esta variacdo € afetada por fatores intrinsecos e
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extrinsecos. Como forma de responder a estas questdes, a dindmica de
variacdo na massa e na condicdo corporea foi estuda em Gracilinanus
microtarsus. Os objetivos especificos do presente estudo foram o de verificar
os efeitos do sexo, condicdo reprodutiva, clima e disponibilidade de recursos

sobre a variagdo no estado energético desta espécie.

2. Material e Métodos

2.1 Categorizacao da area de Estudo.

O presente estudo foi conduzido em um fragmento de cerraddo de 307
ha localizado no municipio de Américo Brasiliense, (21°43'33”S, 48°01'07"W)
entre janeiro e dezembro de 2004. A fisionomia de Cerrado do fragmento
“cerraddo” apresenta uma vegetacdo fechada do tipo floresta (GOODLAND,
1971; SILVA AND BATES, 2002), apresentando dossel predominantemente
continuo e cobertura arbérea que pode oscilar de 50% a 90%. A altura média
do estrato arbdéreo varia de 8 a 15 metros, proporcionando condi¢cdes de
luminosidade que favorecem a formag@o de estratos arbustivo e herbéaceo
diferenciados (RIBEIRO AND WALTER, 1998).

O clima da regido foi classificado por TOLENTINO (1967) e PRIMAVESI
et al. (1999) como sendo tropical de altitude, com duas estacdes bem definidas,
a estacdo seca - fria que ocorre entre os meses de abril a setembro, e a
estacdo Umida - quente que ocorre entre 0s meses de outubro a marco. Dados
sobre temperatura e precipitacdo para o ano de 2004, obtidos a partir do
Sistema Integrado de Gerenciamento de Recursos Hidricos de S&o Paulo
(SIGRH) para a regido de Araraquara (ca. 15km da area de estudo), indicam
acentuada variacdo sazonal no clima da &rea (FIGURA 1A). A temperatura
média permaneceu relativamente constante, e mais elevada, entre 0os meses
de setembro a maio (média = 22,4 + 1,4°C; amplitude: 20,9-23,9°C). A partir de
maio, a temperatura diminui, sendo que os meses de Maio a Julho foram os
mais frios (média: 13,2 + 1,6°C; amplitude: 12-14,7°C). A precipitagdo

basicamente esteve concentrada entre os meses de Dezembro a Fevereiro,
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sendo que do total da precipitacdo anual da area (1403,25mm) cerca de 65%
estiveram concentradas nestes meses.

Os dados obtidos a partir do SIGRH também foram utilizados para
calcular o indice de aridez (Q) da area. Este indice, além de combinar
informagBes sobre precipitacdo e temperatura, € uma medida indireta do grau
de produtividade da area (TIELEMAN et al., 2002). Originalmente, Q é
calculado com base em dados historicos de precipitacdo e temperatura com
base na férmula Q= P/((Tmax+Tmin)(Tmax-Tmin)) x 1000, (TIELEMAN et al.,
2002) onde P = média da precipitagdo anual (mm), Tmax = média da
temperatura maxima do més mais quente e Tmin = média da temperatura
minima do més mais frio. Para ajustar esta formula de forma a calcular Q em
bases mensais para o0 ano de 2004, os valores de Tmax e Tmin s&o,
respectivamente, os maiores e 0s menores valores de temperatura observados
durante um determinado més. Os valores de P foram associados a média
mensal obtida para o0 més em questdo (dados obtidos a partir do banco de
dados pluviométricos). Q tendem a ser baixo nos meses mais secos e quentes
e aumentam a medida que o habitat se torna mais mésico. Como este aumento
ocorre de forma rapida, o que poderia acarretar peso desproporcional nas
analises, os dados de Q foram transformados em logaritmo antes das analises
(TIELEMAN et al.,, 2002). A adequacdo desta quantificacdo do clima foi
analisada cotejando os dados em relacdo a divisdo categoérica sugerida por
(PRIMAVESI et al., (1999) e TOLENTINO (1967) para a regiao.

2.2. Captura dos Animais e Determinagdo da Condi¢ao Reprodutiva

Mensalmente, durante cinco noites consecutivas, entre os meses de
janeiro a dezembro de 2004, realizamos um programa de captura-marcagéo-
recaptura do marsupial Gracilinanus microtarsus. Os animais foram capturados
em uma grade de captura de amostragem com 10 transec¢des com 100 metros
de comprimentos equidistantes cerca de 10 metros entre si. Em cada
transeccgéo foram instaladas 10 estagOes de captura, cada uma contendo uma
armadilha modelo Sherman, disposta a 2 metros de altura, totalizando 100

armadilhas/noite na grade de captura. Utilizamos 6leo de figado de bacalhau
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(Emulsdo ScottO), como isca para atracdo dos animais. Apds a coleta, os
animais eram imediatamente levados para o laboratorio, pesados (precisdo de
0,01 g - Balanga Ohaus E200D) e registrados sexo e condi¢éo reprodutiva.

No tocante a condicdo reprodutiva, as fémeas foram consideradas
reprodutivas quando encontradas com os mamilos inchados ou produzindo leite
e com a vagina perfurada (QUENTAL et al., 2001). Com relagdo aos machos,
registramos a posi¢éo do testiculo. Os testiculos dessa espécie de marsupial
descem da bolsa escrotal ao atingirem a maturidade sexual, permanecendo
nessa posicao pelo resto da vida do animal (QUENTAL et al., 2001).

Apos a tomada destas medidas, 0s animais tiveram a condi¢cdo corporea
aferida através do método da condutividade elétrica corpérea total (ver abaixo),
foram marcados com anilhas plasticas numeradas e soltos no mesmo local de

captura.

2.3 Condicéo Corporea

Os protocolos existentes para analise de condigdo corpérea apresentam
diversos problemas devido a sua natureza destrutiva, que limita o nimero de
individuos analisados. Para contornar estes problemas, a condi¢do corpérea
foi analisada por meio da técnica conhecida por condutividade elétrica corpérea
total (TOBEC®, no original). A TOBEC® se baseia na observagédo de que a
condutividade de uma amostra bioldgica € determinada pelos eletrdlitos
corporais. Pelo fato dos ossos e dos lipideos ndo conterem quantidades
apreciaveis de agua ou eletrolitos, eles ndo contribuem de forma significativa
para a condutividade total (SCOTT et al., 2001; ver Capitulo 1).

Assumindo um modelo de dois compartimentos (massa corporea =
massa magra + massa de lipideos), a condicdo corporea de cada individuo
coletado foi estimada conforme os procedimentos descritos em detalhes no
Capitulo 1. Usando as equag0Oes apropriadas, previamente descritas quando da
calibracdo do método para esta espécie de marsupial (Capitulo 1), a
quantificacdo da condutividade elétrica permitiu calcular a massa magra, sendo
gue a estimativa da quantidade de lipideos foi feita subtraindo-se o valor da

massa magra estimada da massa corporea total do animal. Também
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calculamos a quantidade de agua corpdrea pelo mesmo método, com a
calibragdo sendo feita através da quantidade de &gua corporea determinada
pela secagem do homogeneizado usado na validacdo do método (Capitulo 1).
Neste caso, a equacdo que melhor estima & quantidade de agua corporea (AC
- em gramas) inclui o indice TOBEC® (IT) e a massa corpérea (MC) como
variaveis independentes: AC = -1,8 + 0,76*MC + 0,005*IT (> = 0,97; Fz10 =
276,5; P < 0,001). O erro absoluto na estimativa de AC com este modelo é de

apenas 0,09 gramas e o erro relativo foi de 9,5%.

2.4 Disponibilidade de Recursos: Coletas de Invertebrados e Frutas

Embora G. microtarsus seja classificada como tendo habito
preferencialmente arboricola, recente estudo sobre o habito alimentar desta
espécie demonstrou a ingestdo de invertebrados que pertencem a ordens
exclusivamente de habitos cursoriais (MARTINS AND BONATO, 2004).
Portanto, acessamos a disponibilidade mensal de invertebrados através de
amostras coletadas ao nivel de solo e ao nivel do sub-bosque. A nivel do solo,
a disponibilidade mensal de invertebrados foi estimada através de armadilhas
de queda (“pitfall”), e a disponibilidade de insetos no sub-bosque foi acessada
por meio de armadilhas luminosas.

Mensalmente 30 armadilhas de queda, equidistantes cerca de 10 metros
entre si, foram montadas ao longo da grade de captura conforme procedimento
descrito por BRIANI AND VIEIRA (in press). Além das armadilhas de queda,
usamos armadilhas luminosas que consistiram de bandejas (40cm X 35cm)
interespacadas em 20 metros, contendo solugdo de agua e &lcool (70%) e
detergente, instaladas a uma altura de 3 metros com uma luz fluorescente em
cada bandeja. O fornecimento de energia para as luzes fluorescentes foi feito
através de uma bateria 12v. O indice de biomassa mensal de invertebrados no
solo (IBsolo) e no sub-bosque (IBsb), ajustadas em funcdo do tamanho da area
(hectare), foram calculados com base nas férmulas fornecidas por BRIANI AND

VIEIRA (in press), e expressos com kg/ha de peso seco por més.
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Para obtermos uma amostragem representativa da disponibilidade
mensal de frutos, eram escolhidas mensalmente trés estacdes dentro da grade
de captura. Depois destas estacdes, nés tragamos um quadrante de 100 m?
tendo no centro de cada quadrante uma estacdo de captura. Amostras dos
frutos presentes nessa area foram coletados e secos em estufa a 60°C e
pesados. Foi calculado o valor médio de peso seco de frutas dessas trés areas
como forma de se obter indice médio mensal de biomassa de frutos (peso
seco), o qual também foi ajustado em funcéo do tamanho da area (BRIANI AND
VIEIRA, in press).

2.5 Manuseio e Analise dos Dados

O principal objetivo do estudo foi investigar a influéncia, isolada e
sinergistica, de varidveis extrinsecas (sazonalidade do habitat, disponibilidade
de recursos) e intrinsecas (sexo e condi¢do reprodutiva) sobre a dindmica de
variagdo na massa corpérea de G. microtarsus. Nos elaboramos um modelo
geral linear (MGL), onde a varidvel resposta era a massa corporea, as variaveis
preditoras categoricas eram 0 sexo e a condi¢do reprodutiva e as variaveis
preditoras continuas eram a disponibilidade de recursos (invertebrados e
frutas) e o indice de aridez do habitat. Apesar de termos coletado 118
individuos ao longo do ano (ndo contando as recapturas), estes modelos foram
gerados a partir de valores médios mensais (obtidos em funcéo do sexo e da
condicéo reprodutiva), uma vez que somente foi possivel coletar e analisar os
dados sobre as variaveis extrinsecas em bases mensais.

Em principio o modelo deveria conter todas as variaveis principais, as
quais eram analisadas em separado, e também todas as possiveis interacdes
de 2% e 3% ordem. Todavia, a necessidade de se utilizar dados em bases
mensais reduziu o nimero de graus de liberdade e, portanto, ndo foi possivel
testar todas estas interacdes. Como forma de contornar este problema, e, além
do mais, evitar possivel colinearidade entre as variaveis preditoras continuas,
antes de gerar o modelo nos testamos a priori as correlagdes entre as variaveis
continuas. Uma vez decidido qual as interacdes a serem analisadas, noés

removiamos do modelo as interacdes, com efeito, ndo significativo (a = 0,05),
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usando como critério os maiores valores de P (GETZ, et al., 2005). Esse
procedimento foi repetido até que todas as interag6es ndo significativas fossem
retiradas do modelo. O MGL final continha, portanto, os efeitos de todas as
variaveis principais em separado, e os efeitos significativos de suas interacdes
de 2% e 3% ordem. No caso de interacGes significativas de que envolviam uma
variavel continua, n6s examinamos a relagéo linear, através de regressdo com
modelo |, entre massa corpérea e a variavel em questdo, para cada nivel de
variavel categodrica envolvida na interacdo. Andlises de variancia foram
utilizadas para examinar as interagbes que evolviam somente variaveis
categoricas.

Modelos gerais lineares também foram elaborados para verificar os
fatores responsaveis pela variagdo na MM e ML. Andlises prévias dos
resultados demonstraram uma concordancia entre os resultados obtidos com
estes modelos em relagdo ao modelo gerado para analisar a MC (i.e. as
variaveis que afetam a MM e ML, além de suas intera¢cfes, foram as mesmas
observadas para a MC). Portanto, n0s optamos por ndo apresentar 0S
resultados destes modelos. Devido a maneira pela qual os dados de MG e ML
foram obtidos (ver Capitulo 1), ndo foi possivel usar os procedimentos padrdes
para estimar o quanto da dinamica de variacdo na MC era devido mudanca na
MM e na ML (van der MEER AND PIERSMA, 1994). Alternativamente, nés
procuramos determinar a contribuicdo relativa e absoluta da MM e ML para a
variacdo na MC para cada nivel de variavel categorica que se mostraram
significantes no MGL. Para podermos testar esta relagdo em funcéo da estacéo
do ano, n0s usamos a categorizagdo dicotdbmica estacdo quente-estagdo Umida
ao invés da categorizagdo continua fornecida pelo indice de aridez. Note que
comprovamos previamente que o indice Q indexa de forma acurada esta
divisdo dicotdbmica e, portanto, acreditamos que as conclusdes ndo sofreram
viés devido a este protocolo. Note também que ao usarmos esta categorizacéo,
foi possivel utilizar os valores individuais, ao invés dos valores médios mensais,
0 que permitiu aumentar o grau de liberdade das analises. Todavia, mesmo
nestas condi¢bes, o tamanho amostral é substancialmente reduzido (n < 10)

para analisar as interacdes entre periodo, sexo e condi¢do reprodutiva,
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especialmente para fémeas (ver FIGURA 3). Portanto, as analises da
contribuicdo absoluta da ML e MM foram feitas em funcdo somente de cada
variavel categdrica em separado e em funcdo da interacdo entre sexo e
condicéo reprodutiva. Comparagdes dos valores absolutos entre os niveis de
variaveis categoéricas foram conduzidas através de andlises de variancia, e
analises de covariancia (com MC como covariavel) foram utilizadas para
acessar diferengas na contribuicdo relativa da ML e MM para a MC entre estes
mesmos niveis. Valores relativos foram transformados em arco-seno antes das

analises.

Todas as analises estatisticas seguiram SOKAL AND ROHLF (1995) e
foram feitas utilizando os modulos Modelos Gerais Lineares e Modelos Gerais
de Regressdo do pacote estatistico STATISTICA 6.0 (STAT-SOFT, 2000). Os
resultados s@o apresentados como médias + 1 desvio padrdo, e utilizamos um

nivel de 0,05 para acessar a significancia dos testes utilizados.

3. Resultados

3.1 Sazonalidade Climatica e Disponibilidade de Recursos

Em consonancia com a sazonalidade observada para a temperatura e
precipitacdo, o indice de aridez (Q) variou de forma acentuada ao longo do ano
(Figura 1A). Q é maior entre os meses de novembro a fevereiro, diminui de
forma rapida, atingindo seu menor valor no més de agosto, a partir do qual
volta a subir até atingir seu nivel maximo em dezembro. Usando a
categorizacdo prévia da area como base de comparacdo (estacdo seca-fria:
abril a setembro; estagdo Umida-quente: outubro a margo - PRIMAVESI et al.,
1999; TOLENTINO, 1967), o valor médio de logQ para a estagcéo categorizada
como Umida é de 2,79 £ 0,58 (n = 6) e para a estagéo categorizada como seca
o valor médio de logQ é 1,02 £ 0,36 (n = 6), uma diferenga estatisticamente
significativa (t = 6,3; df = 10; P < 0,001). Além do mais, em bases mensais, 0
valor médio de logQ é correlacionado com a temperatura média mensal (r =
0,76; P = 0,004) e com a precipitacao total mensal (r = 0,86; P < 0,0001).
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A disponibilidade de recursos apresentou variacdo sazonal na area de
estudo, mas com padrao diferenciado (Figura 1B e 1C). A biomassa de frutas
(BF) apresentou dois picos de produtividade, um nos meses de marco a junho
e outro pico nos meses de agosto e setembro. A biomassa total de
invertebrados (BI) apresentou um valor maximo no més de novembro,
diminuindo progressivamente até atingir um valor minimo no més de julho.
Modelos de regressdo dos melhores sub-conjuntos foram utilizados para
determinar quais variaveis (logQ, temperatura média e precipitacdo total
mensal) melhor explicavam a variagdo na biomassa dos recursos. Para a BF, o
melhor modelo incluia logQ e temperatura média mensal e explicou 76% da
variabilidade na BF (R2 = 0,76; F211 = 14,2; P = 0,002). Neste modelo, ambas
as variaveis contribuiram de forma significativa para a regressdo, mas a
contribuigéo relativa de logQ (P < 0,001; negativa) foi substancialmente maior
do que a contribuicdo da temperatura média mensal (P = 0,03; positivo). Com
relacdo a BIl, o melhor modelo incluiu logQ e temperatura média mensal e
explicou 58% da variabilidade na BI (R2 =0,58; F,11 = 6,3; P = 0,02). Todavia,
o efeito da precipitacdo total mensal ndo explicou uma fracdo significativa da
BF (P = 0,184), apo6s os efeitos significativos de logQ (P = 0,02; positivo) terem
sido controlados. Pelos resultados apresentados, o indice de aridez indexa de
forma acurada as variacdes climaticas da area de estudo, além de explicar uma
substancial propor¢do da produtividade. Este efeito de logQ sobre Bl e BF
parece ser um efeito direto e independente, uma vez que ndo observamos
correlacéo entre Bl e BF (r =-0,38; P = 0,2), mesmo quando os efeitos comuns
de logQ foram controlados (correlacdo entre residuos de Bl*logQ e BF*logQl: r
=0,02; P =0,82).

3.2 Padrdes Reprodutivos

Ao longo do periodo de estudo obtivemos 188 capturas de individuos
adultos de G. microtarsus, sendo 83 capturas de fémeas e 105 de machos. Do
total de captura de fémeas, 29 foram recapturas de 21 individuos e do total de
capturas de machos, 32 foram recapturas de 14 individuos. O periodo

reprodutivo teve inicio no ultimo més da estacdo seca e término no més de
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fevereiro (Figura 2). O numero de individuos adultos de machos reprodutivos
(N=12) no inicio do periodo foi maior do que o numero de fémeas (N=3).
Machos adultos reprodutivos ndo foram registrados ao final do periodo
reprodutivo (fevereiro), no entanto as fémeas apresentaram sobreposi¢cédo de
coorte, pois fémeas reprodutivas e ndo reprodutivas foram registradas nesse

periodo.

3.3 Variabilidade na Massa Corporea, Massa Magra e Massa de

Lipideos

A massa corporea (MC), massa magra (MM) e de lipideos (ML),
apresentaram acentuadas, e similares variagdes sazonais (Figura 3). O modelo
geral linear usado para testar os efeitos do sexo, condicdo reprodutiva,
disponibilidade de recursos (Bl e BF) e Q sobre a variacdo na MC analisou 0s
efeitos destas variaveis em separado. Para as interacdes, contudo, excluimos
todas as de 2° e 3° ordem que incluiam, conjuntamente, Q e BF. Conforme
explicado anteriormente (ver manuseio e analise dos dados), esse
procedimento foi tomado como forma de contornar o problema do numero de
graus de liberdade no modelo, e foi baseado no fato de que Q explica 40% da
variagdo em BF, o que poderia introduzir colinearidade, caso estas duas
variaveis entrassem em conjunto no modelo.

A analise do MGL resultante (Tabela 1) indicou que a MC variou, de
forma independente, da condi¢éo reprodutiva (MC é, em média, maior quando
os individuos estéo reprodutivos — individuos reprodutivos e ndo reprodutivos:
25,47 + 3,819 e 16,89 £ 2,63), de Q (massa tende a aumentar a medida que o
ambiente se torna mais Umido, i.e., MC é, em média, maior na época Umida
gue na seca — individuos na estacdo Umida e na seca: 21,28 £ 6,23 ge 18,4
4,20 g) e de Bl (MC tende aumentar quando ha aumento na disponibilidade de
invertebrados). A BF, de forma independente, ndo afeta a variagdo em MC. O
modelo resultante também incluiu uma interacdo significativa de 3° ordem,
envolvendo o0 sexo a condicdo reprodutiva e Bl. A interacdo entre sexo e
condicdo reprodutiva demonstra que (massa corplrea €, em média, maior

quando os individuos estdo reprodutivos — machos reprodutivos e n&o
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reprodutivos: 26,47 + 53g e 17,61 = 2,04 g; fémeas reprodutivas e nao
reprodutivas: 24,48 + 2,33 e 16,17 + 3,23). Todavia esta interacdo depende da
quantidade de invertebrados disponivel no ambiente. A MC de machos néo é
constante durante os periodos ndo-reprodutivo (Fses = 17,6; P < 0,0001) e
reprodutivo (Fs24 = 19,4; P < 0,0001). Na época ndo reprodutiva a MC tende a
aumentar gradualmente a partir de marco, atingindo um valor maximo em
agosto (Figura 3). Paradoxalmente, este aumento na MC € negativamente
influenciado pela Bl (Tabela 2). JA& na estacdo reprodutiva, a MC tende a
diminuir gradativamente a medida que a estagdo procede (Figura 3), mas esta
gueda independe da variagdo na BIl, a qual explica somente 39% da variacado
na MC observada neste periodo (Tabela 2). Apesar das fémeas manterem a
MC constante ao longo do periodo ndo reprodutivo (Fsss = 0,17; P = 0,97), uma
grande parte da variacdo na MC neste periodo se deve a variagdo na BI
(Tabela 2). Ap6s o aumento na MC associado ao inicio do periodo reprodutivo
(Figura 3), também néo foi observada variacdo na MC ao longo deste periodo
(Fa20 = 0,84; P = 0,52). Variagdo na Bl explica somente 36% da variacdo na
MC para fémeas durante o periodo reprodutivo (Tabela 2).

Conforme esperado, em termos absolutos, a MM e a ML sdo maiores,
em machos quando comparado as fémeas. Todavia, em termos relativos, a
contribuicdo da MM e da ML para a MC néo difere entre os sexos (Tabela 3).
Considerando apenas o periodo reprodutivo, em termos absolutos, a MM e a
ML s&o maiores durante a estagdo reprodutiva. Em termos relativos, a
contribuicdo da MM e da ML para a MC diferiu entre o periodo reprodutivo e
nao reprodutivo (Tabela 3).

A MM e a ML, em termos absolutos, sdo maiores durante a estacao
Umida quando comparado com a estagcdo seca. Em termos relativos, a
contribuicdo da MM e da ML para a MC diferiu entre as estagbes. Por fim,
considerando a interagdo entre periodo reprodutivo e sexo, em termos
absolutos, a MM e a ML s&o maiores nos machos reprodutivos em comparacao
as fémeas reprodutivas. Em termos relativos, a contribuigdo da MM e da ML
para a MC de machos e fémeas nao diferiu durante o periodo reprodutivo

(Tabela 3). Durante o periodo ndo reprodutivo, em termos absolutos a MM e a
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ML sdo também maiores nos machos nao-reprodutivos em comparacao as
fémeas nado-reprodutivas. Em termos relativos, a contribuicdo da MM e da ML
para a MC de machos e fémeas nédo diferiu durante o periodo nao-reprodutivo
(Tabela 3).

4. Discussao

A dindmica da condicdo corporea de Gracilinanus microtarsus
apresentou acentuadas variagcbes sazonais. Tais variabilidades na MC,
aparentemente foram induzidas tanto por fatores intrinsecos (sexo e condi¢ao
reprodutiva) como por fatores extrinsecos como época do ano (Q) e biomassa
de invertebrados (BI) (Tabela 1). O uso da variabilidade da MC como indicador
da condi¢do de um individuo, € em mamiferos bem documentada (MERRIT et
al., 2001; PEACOCK et al., 2004; LI aAnD WANG, 2005; LOVEGROVE, 2005;
KWIECINSK et al., 1987; CAUGHTLEY AND SINCLAIR, 1994, HARDER et al.,
1996; REYNOLDS AnD KUNZ, 2000; KROCKENBERGER, 2003).

Embora a MC varie em funcdo dos fatores acima, o modelo final
proposto, incluiu uma interagédo entre sexo, condigéo reprodutiva que depende
da Bl. Embora tal relagdo dependa da Bl ela é negativa no periodo néo
reprodutivo, podendo ser em partes explicada pelo aumento do consumo de
frutas nesse periodo. Por outro lado a Bl aumenta substancialmente na estacéo
Umida juntamente com o periodo reprodutivo (Figura 3), o que corrobora com
diversos estudos realizados com marsupiais neotropicais onde ha uma alta
relacdo entre ganho de massa corporea, atividade reprodutiva e estacdo umida
(FLEMING, 1973; O’'CONNEL,1979; QUENTAL et al. 2001), vista como um
periodo de abundancia de recursos.

Nossos resultados mostraram que a MM e a ML variaram de forma
similar a MC de G. microtarsus. Como vimos anteriormente, variacdes na MC
podem ser decorrentes de modificacdes na condigdo corpdrea do animal. A
MM e a ML, atingiram maiores valores médios ao longo da estacdo Umida
coincidentemente com a metade do periodo reprodutivo (Figura 3). Machos e

fémeas apresentaram um decréscimo tanto da MC como da MM e da ML ao
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longo do periodo reprodutivo. Os menores valores médios foram registrados ao
final da estacdo seca, permanecendo constante por quase todo periodo nao
reprodutivo ao longo desta estagdo, com excegao do més de setembro (inicio
do periodo reprodutivo) (Figura 2).

Em termos absolutos a contribuicio da MM e da ML, apenas diferiu
entre sexo, e ndo diferiu em nenhuma das outras condi¢des testadas (periodo
reprodutivo e estagdo do ano). Quando consideramos a interagdo entre sexo e
periodo reprodutivo, notamos que em termos absolutos, a MM e a ML de
machos sdo sempre maiores que das fémeas, independente da condigédo
reprodutiva. Entretanto, em termos relativos ndo ha diferenca significativa entre
sexo em ambos periodos. Consideracdes sobre provavel dimorfismo e
mudangas na MC e na condicao corporea (pelo menos em machos) foram bem
documentadas antes e depois do periodo reprodutivo para muitas espécies de
marsupiais semélparos (LEE ANnD COCKBURN, 1985; BRADLEY, 1997,
OAKWOOD et al., 2001; WOODS aAnD HELLGREN, 2003). Para esses animais
as alteragbes da MC estdo associadas ao acumulo de reservas energéticas em
forma de gordura antes e no inicio do periodo reprodutivo. Durante o evento
reprodutivo, se 0s animais ndo tenham condi¢cbes de repor a energia gasta,
entdo a energia estocada em forma de reservas provavelmente deva ser usada
para maximizar o esfor¢co reprodutivo, levando-os a perda da MC durante a
reproducdo. Além de disso, quando o dispéndio de energia é maior do que a
energia que pode ser mobilizada a partir das reservas energéticas, entdo o
animal passa a utilizar outras fontes de energia corpérea como, por exemplo,
proteinas.

Esse fato € comum em algumas espécies de pequenos marsupiais
dasiurideos semélparos dos géneros Antechinus e Phascogale, onde a
quantidade de gordura acumulada ndo é o suficiente para atender as altas
demandas energéticas associadas a reproducdo (LEE AnD COKBURN, 1985;
BRADLEY, 1997; BOONSTRA, 2005). Esta situacdo é especialmente relevante
para machos de espécies que se reproduzem durante condigbes desfavoraveis
em termos de disponibilidades e qualidade de recursos (BOONSTRA, 2005), o

que difere de G. microtarsus e de outras espécies neotropicais que se
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reproduzem na estacdo Umida quando h& maior disponibilidade de recursos no
ambiente (FLEMING, 1973; O'CONNEL,1979; QUENTAL et al., 2001).

Para fémeas o aumento especificamente do nivel de gordura e o ajuste
da estacdo reprodutiva ao periodo de abundancia de alimentos sdo uma
estratégia que propicia maior sucesso reprodutivo as fémeas uma vez que a
gestacdo e a lactacdo sdo eventos energeticamente dispendiosos em
marsupiais (HARDER et al., 1996; KROCKENBERGER, 2003). Dessa forma, a
guantidade de energia adquirida através da dieta pode determinar a energia
disponivel para a reproducéo, de maneira que variagdes na disponibilidade de
recursos podem afetar as estratégias reprodutivas dos individuos
(BRAITHWAITE aNnD LEE, 1979), consequentemente afetando a condigéo
corporea do animal.

Por outro lado, a mudanga na massa corpOrea nos periodos que
antecedem a reproducdo também pode se dar por acumulo de energia na
forma de proteinas, a qual posteriormente € catabolizada via gluconeogénese
dos tecidos magros (LEE AND COKBURN, 1985; OAKWOOD et al.,, 1991;
BOONSTRA, 2005). Portanto, a variagdo na massa corpdrea nestes animais
esti associada a variagcdes na condigdo corpdrea, com padrbes distintos na
dindmica de acumulo e uso de gordura e tecido magro que, aparentemente,
dependem do estado reprodutivo e da disponibilidade de recursos. Para G.
microtarsus, cuja dindmica da MC, se da através de um rapido e repentino
aumento em um curto espaco de tempo, a variagdo estaria relacionada a
variabilidade da condi¢cdo corpérea, associada ao periodo reprodutivo e a
disponibilidade de recursos. Entdo nesse caso, muito provavelmente a perda
de MC em G. microtarsus pode ser tanto devido a perda de ML como de MM.

Um outro fato que constatamos com nossos dados de captura e
recaptura (Figura 2), e que reforca a hipdtese de uma provavel estratégia de
vida semélpara, € o subito desaparecimento dos machos apds o periodo
reprodutivo. Para algumas espécies de marsupiais dasiurideos, além de uma
provavel predisposicdo filogenética (OAKWOOD et al., 2001), a sazonalidade
do ambiente traduzida por limitagdes na quantidade e qualidade de recursos

restringe as chances de sobrevivéncia dos machos a apenas um determinado
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periodo do ano, favorecendo assim a evolucdo da semelparidade (MILLS AND
BENCINI 2000, WOLFE et al., 2004; BOONSTRA, 2005).

Em resumo, nosso estudo explorou e registrou a dinamica da MC
mostrando que sua variabilidade esta associada a fatores intrinsecos (sexo e
condicdo reprodutiva) e também a fatores extrinsecos (disponibilidade de
recursos nesse caso representada pela biomassa de invertebrados). Contudo,
como mostramos anteriormente, a variacdo da MC pode refletir a variabilidade
da condicdo corpdrea associada a ajustes adaptativos nas estratégias de vida,
de G. microtarsus, como, por exemplo, a provavel existéncia de semelparidade,
ja sugerida para a espécie (MARTINS, 2004) e para outros didelfideos como
Marmosa incana, Monodelphis dimidiata e Didelphis virginiana (LORINI et al,
1994; PINE, 1994; WOODS anD HELGREEN, 2003).
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Tabela 1. Resultado final do Modelo Geral Linear mostrando os efeitos das
variaveis categoricas (sexo e condicdo reprodutiva) e continuas (aridez,
biomassa de invertebrados e de frutas) sobre a variabilidade na massa
corporea de Gracilinanus microtarsus. O modelo foi significante e explicou 91%
da variacdo na massa corpérea (F = 45,43; df = 7; * = 0,91; P < 0,0001). Ver
texto para determinacao das variaveis independentes e interagdes.

Variaveis F P
Sexo 5,45 0,03
Condicao Reprodutiva 81,17 <0,001
Aridez (Q) 14,47 0,01
Biomassa de Fruta (BF) 0,58 0,456
Biomassa de Invertebrados (Bl) 9,65 0,006

Sexo X Condicdo Reprodutiva X Bl 11,62 0,003
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Tabela 2. Regressao linear entre biomassa de invertebrados e massa corpérea
para cada nivel das variaveis categoricas: sexo (M = machos; F = fémeas) e
condig&o reprodutiva.

Condicdo Reprodutiva Sexo Intercepto Inclinacdo R? P

N&o Reprodutivo M 19,14 -0,04 0,68 0,01
F 16,77 -0,02 0,63 0,01

Reprodutivo M 24,6 0,01 0,39 0,25
F 23,4 0,002 0,36 0,28
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Tabela 3. Contribuigdo absoluta e relativa da massa magra (MM) e da massa
de lipideos (ML) para a massa corpérea (MC) de Gracilinanus microtarsus. As
variaveis categoéricas sdo subdivididas em sexo, condicdo reprodutiva e
estacdo do ano e interagédo entre machos reprodutivos X fémeas reprodutivas e
machos néo-reprodutivos X fémeas nao-reprodutivas.

Variaveis MM ML %MM %ML
Categoricas
Macho 19,2+4,9; F=5,97; 1,18+1,18; F=4,97; 94,6+1,8; F=0,48; 5,3#1,8; F=0,3;
P=0,02 P=0,03 P=0,58 P=0,58
Fémea 17,5+4,2; F=5,97; 0,94+0,6; F=4,97; 95,3+2,1; F=0,48; 4,6+1,8; F=2,1;
P=0,02 P=0,03 P=0,58 P=0,59
Repr. 24,2+4,05; F=237,3; 1,98+0,64; F=2,82; 92,6+1,4; F=4,08; 7,3+1,4; F=5,5;
P<0,0001 P<0,0001 P=0,02 P=0,005
N. Repr. 16,2+2,49; F=237,3; 0,73+0,32; F=2,82; 95,8+1,4; F=4,08; 4,1+1,3; F=5,5;
P<0,0001 P<0,0001 P=0,02 P=0,005
Seca 17,7+4,03; F=8,4; 0,94+0,61; F=13,7; 95,3+1,9; F=4,8; 4,6+1,9; F=6,2;
P=0,004 P=0,0003 P=0,03 P=0,01
Umida 19,9+5,6; F=8,4; 1,36+0,81; F=13,7; 94,1+1,9; F=4,8; 5,9+2; F=6,2;
P=0,004 P=0,0003 P=0,03 P=0,01
Macho Rep. 25,3+4,8; F=5,22; 2,15+0,7; F=4,39; 92,4+1,4; F=1,22; 7,6%1,4; F=0,86;
P=0,03 P=0,04 P=0,27 P=0,4
Fémea Rep. 22,7+1,9; F=5,22; 1,8+0,5; F=4,39; 92,9+1,2; F=1,22; 7,1+1,2; F=0,86;
P=0,04 P=0,04 P=0,27 P=0,4

Macho Nrep 16,8+2; F=8,66; P=0,004

Fémea Nrep 15,5+2,9; F=8,66;

P=0,004

0,8+0,26; F=9,11,
P=0,003

0,63+0,4; F=9,11;
P=0,003

95,5+1,2; F=2,54,;
P=0,11

96,2+1,5; F=2,54;
P=0,11

4,5+1,2; F=2,73;
P=1,01

3,7+1,5; F=2,73;
P=1,01
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Legenda das Figuras

Figura 1. Variacdo sazonal da temperatura e pluviosidade (A). Disponibilidade
de fruto e Indice de aridez ao longo do ano (B). Disponibilidade de

Invertebrados e indice de aridez ao longo do ano (C).

Figura 2. Numero de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos ao longo do
ano. As barras horizontais escuras representam a estacdo Umida e a barra

clara ao centro representa a estagdo seca (PRIMAVESI et al. 1999).

Figura 3. Variagdo na massa corpdrea (A), massa magra (B) e massa de
lipideos (C) de machos (barras verticais claras) e fémeas (barras verticais
escuras) de Gracilinanus microtarsus. As barras horizontais escuras
representam a estacdo Umida e a barra clara ao centro representa a estacao
seca. O periodo reprodutivo esta representado pelas barras horizontais com
linhas diagonais e o periodo néo reprodutivo pela barra com linhas verticais ao

centro.
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Figura 3.
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CAPITULO 3

Variabilidade da Taxa Metabolica de Gracilinanus microtarsus

(Didelphimorphia: Didelphidae): efeito da Dieta e da Condi¢c&o Corpoérea.
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RESUMO
A variagdo da taxa metabdlica em marsupiais tem sido principalmente
associada a massa corpérea. Quando essa variavel € controlada ha uma
variacao residual que pode estar associada a outros fatores dentre eles a dieta.
Esta hipotese foi testada analisando-se os efeitos da condigdo corporea,
periodo reprodutivo e dieta sobre a Taxa Metabdlica em Repouso (TMR) de
Gracilinanus microtarsus. Obtivemos uma equacdo alométrica para espécie
entre a massa magra (MM) e TMR independente do estado reprodutivo do
animal. O resultado dessa relacédo indicou que cerca de 45% da variabilidade
da TMR pode ser explicada por diferencas na MM. O Modelo Geral Linear
(MGL) mostrou que além da MM a condigdo reprodutiva também explica a
variabilidade da TMR. Em uma andlise exploratdria sobre o hébito alimentar da
espécie constatamos que a 82% da dieta é basicamente proveniente de
invertebrados e apenas 18% de frutas. Nado conseguimos detectar uma relacao
entre dieta e os residuos da TMR. As possiveis causas para estes resultados
foram discutidas e sugeridas como sendo outros fatores que poderiam

responder pela variabilidade residual na TMR de G. microtarsus.

Palavras-Chave : Taxa metabdlica em Repouso, condigdo corpdrea, marsupial,

Gracilinanus microtarsus, dieta, is6topos
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ABSTRACT

Variation of the meabolic rate in marsupials has been mainly associated to
differences in body mass. When this variable is controlled for, a residual
variation wich can be associated the other factors among them the diet. This
hypothesis was tested by analyzing the effects of body condiction, reproduction

and diet on the Rasting Metabolic Rate (RMR) of the Gracilinanus microtarsus.
We obtained an allometric equation for species between lean mass (MM) and
RMR, independent of the reproductive state of the animal. The result indicates
that 45% of the variation can be explained by differences in MM. The General
model linear (GLM) showed that beyond MM, the reproductive condition also
explains the variability of TMR. An exploratory analysis, on the alimentary habit
of the species verified that to 80% of the diet is basically originating from
invertebrate and only 17% of fruits. We didn't get to detect a relationship
between diet and the residual of TMR. The possible causes for these results
were discussed and other factors that could be causing the residual variability in

TMR of G. microtarsus were suggested.

. Key words : Basal metabolic rate, body condiction, marsupial, Gracilinanus

microtarsus, diet, isotope
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1. Introducéo

Em mamiferos a taxa de dispéndio de energia € um importante
parametro associado a histéria de vida deste grupo (HARVEY, et al., 1991). A
taxa metabdlica basal (TMB), parametro energético mais bem quantificado para
organismos endotérmicos (TIELEMAN AND WILLIANS, 2000; McNAB, 2002;
WHITE AND SEYMOUR, 2003), é definido como sendo a taxa minima de
energia necessaria para manter a homeostase, dentro da zona de neutralidade
térmica, de um individuo adulto e n&o reprodutivo, em condi¢bes
normotérmicas, em um estado pdés-absortivo e durante seu periodo de
inatividade (McNAB, 1997, 2002). Apesar de existirem algumas controvérsias
acerca da abrangéncia desta definicdo (e.g. CRUZ-NETO et al., 2003, CRUZ-
NETO aND BOZINOVIC, 2004), a TMB vem sendo utilizada para predizer ou
ser correlacionada com diversos processos biolégicos intimamente
relacionados com os padrées de historia de vida (e.g. KOZLOWSKI AND
WEINER, 1997; McNAB, 2002; LOVEGROVE, 2003).

Uma das criticas que se faz aos critérios para se definir TMB, é que
raramente tais condicdes se déem simultaneamente (CRUZ-NETO et al.,
2003). Alguns animais sé@o praticamente impossiveis de se medir em repouso
ou em condi¢Bes pds-absortivas (e.g. SPEAKMAN, 2000; McNAB, 2002). Por
outro lado em algumas pequenas aves e morcegos, 0 estado pos-absortivo
pode implicar um decréscimo da temperatura o corpo e em consequéncia uma
mudanca na TMB (e.g. MORRIS et al, 1994; LOPEZ-CALLEJA AND
FERNANDEZ, 2003). Em outro extremo os grandes ruminantes produzem calor
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como produto da fermentacdo digestiva, o qual em influéncia direta na TMB
(McNAB, 2002). Desta forma, esses animais se encontram em condicdes de
metabolismo minimo, por definicdo ndo se ajustam aos requisitos da TMR.
Nestas situagbes sugere-se adotar o protocolo proposto por THOMPSON
(1992), o qual utiliza o termo taxa metabodlica em repouso (TMR), para medidas
feitas sobre condi¢cdes que violem um ou mais dos critérios usados para se
definir TMB (SPEAKMAN et al., 2003, 2004). Em razao desses determinantes
utilizamos o termo TMR, pois apresentamos dados de animais reprodutivos,
violando assim umas das premissas acima.

A taxa metabdlica basal de uma espécie pode ser determinada por
fatores como massa corpérea, estado nutricional, habito alimentar, nivel de
estresse e temperatura ambiental (PORTER AND BRAND, 1993; ROLFE AND
BROWN, 1997; McNAB, 2002; 2005). No entanto a massa corporea € tida
como sendo o principal fator determinante da TMB em mamiferos (SYMONDS
AND ELGAR, 2002; WITHE AND SEYMOUR, 2003; MUNOZ-GARCIA AND
WILLIANS, 2005).

Em mamiferos, a variabilidade da TMB é explicada principalmente por
diferencas na massa e temperatura corpérea que respondem por cerca de 90%
desta variacdo (McNAB, 2002). Entretanto, quando os efeitos desses fatores,
séo controlados, ainda observa-se uma variagéo residual (LOVEGROVE, 2000;
TILEMAN & WILLIANS, 2000; WHITE & SEYMOUR, 2003), que vem sendo
discutida basicamente por duas hipoteses. A primeira atribui a variabilidade
residual na TMB a fatores filogenéticos (e.g. HAYSSEN AND LACY, 1985;
ELGAR AND HARVEY, 1987; BENNETT AND HARVEY, 1988), ao passo que a
segunda a associa a fatores ecologicos, principalmente a dieta e fatores
climaticos, independentes da filogenia (McNAB, 2002, 2005; LOVEGROVE,
2003; THOMPSON, 1992).

Especificamente, em nosso estudo, o significado funcional seria
determinado cotejando a variabilidade na TMR com um aspecto especifico da
historia de vida, a dieta de um pequeno marsupial. A influéncia da dieta sobre a
TMR depende da maneira como os animais lidam com as flutuacdes na

qualidade e disponibilidade de alimento, e potencialmente, estaria
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correlacionada com os demais aspectos da historia de vida, como por exemplo,
condicéo corpdérea. Em marsupiais a variabilidade na TMB esta principalmente
relacionada & massa corporea tendo como o hébito alimentar um dos fatores
responsaveis pela variacdo residual da TMB (McNAB, 1980a, 1980b, 1983,
1986a, 2002, 2005).

Em um contexto interespecifica, a categorizacdo da dieta € uma das
maiores criticas que se faz a respeito do efeito da dieta sobre a TMB. As
razdes sao basicamente duas, néo refletem de forma acurada o que os animais
realmente comem e, mormente em analises filogenéticas, a categorizacéo
simples se confunde com a filogenia sendo impossivel separar os efeitos
(MUNOZ-GARCIA aND WILLIAMS, 2005). Por outro lado a nivel intraespecifico,
a hipétese do habito alimentar ja foi testada, através da manipulagdo da
gualidade da dieta (BOZINOVIC AND NOVOA, 1997; MCLISTER et al., 2004).
Todavia em nosso estudo utilizamos um “desenho natural”: os animais estavam
soltos podendo se alimentar do que queriam. Utilizando-se do modelo de
diluicdo isotépica (BEN-DAVID, 1997), é possivel mensurar o indice
participativo das fontes alimentares (dieta) a partir da andlise de uma amostra
do sangue de animais que receberam dietas de ingredientes vegetais (fonte 1)
e de animais hipoteticamente alimentadas com uma dieta de origem animal
(fonte 2). Dessa forma, € possivel medir o quanto de cada item alimentar o
animal assimila e testar quais os possiveis efeitos sobre o requerimento
energético da espécie.

Poucos dos estudos mencionados acima que relacionam dieta e padrbes
metabodlicos quantificaram o0s possiveis efeitos da dindmica das reservas
energéticas sobre esta relagdo. Portanto a possibilidade de que ao menos uma
parte da diferenca observada nestes estudos tenham sido ocasionadas pela
dindmica da condig&o corpérea, ainda € uma questdo em aberto. Pelo exposto
nos capitulos anteriores, modificagbes em funcdo de sazonalidade ambiental
da dieta poderiam induzir modificagdes na condi¢édo corpérea, e desta forma, a
andlise dos efeitos desta variavel sobre a TMR mediaria o objetivo do capitulo.

Neste capitulo pretendemos verificar a variabilidade da TMR em fungéo de

variagbes na condi¢@o corporea e na dieta de G. microtarsus. A associacao da
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massa corporea e dieta com TMR podem revelar as causas envolvidas na
magnitude e variabilidade da TMR, desta forma, uma analise sobre o
significado funcional da condi¢cdo corpérea requer identificar os provaveis
efeitos destas variacbes sobre o0 orgcamento energético da espécie sob

condi¢Bes naturais.

2. Material e Métodos

O presente estudo foi conduzido em um fragmento de cerraddo de 307
ha localizado no municipio de Américo Brasiliense, (21°43'33"S, 48°01'07"W)
entre janeiro e dezembro de 2004. A fisionomia de Cerrado do fragmento
“cerraddo” apresenta uma vegetacdo fechada do tipo floresta (GOODLAND,
1971; SILVA AND BATES, 2002), apresentando dossel predominantemente
continuo e cobertura arborea que pode oscilar de 50% a 90%. A altura média
do estrato arbéreo varia de 8 a 15 metros, proporcionando condi¢cdes de
luminosidade que favorecem a formacdo de estratos arbustivo e herbaceo
diferenciados (RIBEIRO AND WALTER, 1998).

O clima da regido foi classificado por TOLENTINO (1967) e PRIMAVESI
et al. (1999) como sendo tropical de altitude, com duas estacfes bem definidas,
a estacdo seca - fria que ocorre entre os meses de abril a setembro, e a
estacdo Umida - quente que ocorre entre 0s meses de outubro a margo. Para
maiores informagfes sobre a area de estudo e metodologia utilizada na captura

dos animais ver item 2.1 do Capitulo 2.

2.1. Obtencéo de dados de taxa metabdlica

Inicialmente realizamos experimentos em campo para determinar a zona
de neutralidade térmica e encontramos que 26,7° C representa o0 ponto de
guebra (break-point) na relacdo entre consumo de oxigénio em ml Oy/h e
temperatura ambiente (Ta) para individuos em normotermia e que, portanto,

esta temperatura corresponde ao limite critico inferior (BRIANI et al., dados ndo
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publicados). Assim, utilizamos temperatura ambiente de 27 °C para obtengéo
dos dados de TMR no campo.

Um termopar foi colocado dentro dos respirometros para checar a
temperatura interna. Uma bomba suga e envia o ar fresco através de tubos
contendo ascarite e silica gel para completa remocdo de CO, e H-O,
respectivamente. Este ar € direcionado para um equipamento (“manifold” -
Sable Systems) que divide o fluxo em diferentes correntes que, posteriormente,
sdo enviadas aos respirbmetros. Um destes respirbmetros ndo continha
nenhum animal e servia como controle para calibracdo do analisador de O,
durante as leituras. O ar que sai dos respirbmetros € entdo enviado a um
segundo equipamento (Sable Systems Multiplexer), onde valvulas solendides
selecionavam qual dos fluxos seria direcionado ao analisador de O2 (Sable
Systems FC-1). O fluxo de cada respirdmetro é periodicamente averiguado
com um fluximetro manual (Cole-Palmer), que nos experimento variou entre
500 e 550 ml/min. Entre o “multiplexer” e o analisador de O2, um controlador de
fluxo de massa (Sierra Model) assegura que uma sub-amostra deste fluxo
(200ml/min) seja enviada, apos remoc¢édo de CO; e H,O, para o analisador de
O,. Um computador com uma interface de 16bits e conversor A/D, (controlado
por um programa de aquisi¢cdo de dados (DATCAN V — Sable Systems) regula
a temperatura da estufa, ativando um pequeno aquecedor quando necessario),
seleciona qual fluxo de ar deve ser quantificado, controla o fluximetro de
massa, faz a leitura e armazena os dados do analisador de O, e do termopar
para posterior analise.

Como a capacidade maxima da estufa é de 4 respirébmetros, fizemos 2
experimentos por dia, 3 individuos por vez, mais o controle. Os dados de VO,
foram obtidos para 3 animais simultaneamente, com o auxilio do aparelho
multiplexer. O periodo de cada leitura foi um total de 65 min, sendo 15 min para
cada animal, e 10 min para o controle. Ao todo foram 4 leituras, somando 4 h
e 20 min. para cada experimento. Este procedimento na obtencdo dos dados
de VO,, permitiu que as leituras dos 3 animais fossem feitas simultaneamente
num dado intervalo de tempo, € importante para reduzir um viés muito comum
nestes tipo de experimento (HAYES et al., 1992). Sabe-se que medidas de VO,
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tomadas durante periodos muito curtos podem resultar huma alta variancia
aleatéria dos valores obtidos e que, periodos muito longos podem levar a
inclusédo de periodo de atividade (MERLOO et al., 1997). O procedimento aqui
adotado, permitiu a obtengcao dos registros de VO, em sub-amostragens,
associado ao fato de ndo variar o periodo em que os animais eram medidos
(sempre por 15 min. ininterruptos), tende a minimizar este problema (HAYES
et al., 1992).

Dentre as 4 leituras de VO, realizadas, sempre descartamos a primeira
delas, procurando-se evitar a incluséo de medidas em que 0s animais
pudessem apresentar sinais de atividade. A taxa metabdlica foi calculada com
base nas equacdes de WITHERS (1977), inicialmente expressa em ml Oy/h e
transformada em Kcal/dia, foi determinada com base na média das 3 leituras
restantes.

Para cada animal tomamos o0 peso antes e ap0s 0 experimento e
usamos a média para as analises de VO,. Logo em seguida a cada
experimento medimos a temperatura corpérea do animal por meio de um

termopar introduzido no anus.

2.2. Determinacdo da condicdo corpérea

A condicdo corporea da espécie foi quantificada e determinada de
acordo com o modelo proposto no Capitulo 1. Para maiores esclarecimentos
sobre os procedimentos adotados e a dindmica da Condicdo Corpérea de

Gracilinanus microtarsus ver Capitulos 1 e 2 respectivamente.

2.3. Analise Isotépica do sangue

Ap6s os procedimentos de obtencdo de dados de VO, e condigcédo
corporea, todos os animais levados para o laboratério, tiveram uma amostra de
sangue coletado via sino-orbital, com auxilio de um capilar heparinizado. Apés
a coleta, o sangue era transferido do capilar para um ependorph e as amostras
secas em estufa a uma temperatura de 40°C. Mensalmente foram coletadas 10
amostras de sangue, sendo cinco de fémeas e cinco de machos com excecao

dos meses de setembro (N=8, 3 fémeas e 5 machos), outubro (N=8, 4 fémeas
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e 4 machos) e novembro (N=6, 5 fémeas e 1 macho). Essas amostras de
sangue foram encaminhadas ao Centro de Is6topos Estaveis Ambientais da
UNESP — campus de Botucatu.

Juntamente com o sangue enviamos amostras mensais de invertebrados
e frutas, possiveis itens participativos da dieta dos animais no campo. Esse
material foi coletado, triado e seco em estufa a 40°C (ver Capitulo 2). No
laboratorio as amostras eram moidas e armazenadas em ependorph.
Posteriormente, uma quantidade de 0,4 g de cada ordem de invertebrado e de
cada familia de fruta eram pesadas e misturadas como sendo o valor mensal
da composigéo isotOpica dos itens disponiveis para 0s animais no campo.

Posteriormente todas as amostras foram moidas em moinho criogénico
de nitrogénio liquido (Spex 6700-230 freezer/mill — Spex Industries, Edison,
Estados Unidos) a -196°C. Neste moinho, cada amostra foi colocada em um
tubo diferente, para que ndo houvesse contaminagdo, moida por trés minutos
em frequéncia méxima, para obter material homogéneo de finissima
granulometria, com aspecto microscopico (LICATTI, 1997; DUCATTI et al.,
2002).

Uma quantidade de aproximadamente 0,35 mg de sangue foi utilizada
para a medida das razées isotépicas de 2*C/**C e *N/**N. As amostras foram
pesadas dentro de capsulas de estanho e, posteriormente, introduzidas por
meio de amostrador automatico no analisador elemental (EA 1108 — CHN —
Fisons Instruments, Rodano, Italia) no qual, em presenca de oxigénio (O.) e
Oxido de cobre (CuO) a amostra foi queimada quantitativamente para a
obtencdo de CO, e NOy; este ultimo foi entdo reduzido a N, na presenca de
cobre. Os gases formados foram separados em coluna cromatografica gasosa
e analisados no espectrébmetro de massas de razdes isotopicas (Delta S —
Finnigan MAT, Bremen, Alemanha).

Os valores das razfes isotdpicas sdo expressos em delta per mil (8%o)
relativos aos padrdes internacionais PeeDee Belemnite (PDB) para o 13C e,

nitrogénio do ar atmosférico para *°N, de acordo com a seguinte equag&o geral:

0%o (amostra, padréo) = [(Ramostra - Rpadréo) / Rpadrao] x 1000 (1)
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onde R representa a razdo entre o is6topo menos abundante e o mais
abundante, em particular *3*C/**C e *N/**N. Cada amostra foi analisada duas
vezes para a obtencdo dos valores médios; as medidas foram repetidas
quando o desvio padréo foi maior que 0,2%o para d%.>C e 0,3%. para 5%o"N.

Para determinar o percentual estimado de participacdo dos itens da dieta
(Invertebrados e Frutos) na composicdo do sangue de G. microtarsus, foi
empregado o modelo de diluicdo isotdpica, de vérias fontes na formacao de um
produto, apresentado por BEN-DAVID (1997) e deduzido e adaptado por
DUCATTI et al. (2002), os quais, utilizam dos valores combinados de 3%."3C e
5%o0°N das fontes e do produto gerado. Esse modelo permite mensurar o indice
participativo de cada fonte a partir da analise de uma amostra do sangue de
animais que receberam dietas de ingredientes vegetais (fonte 1) e de animais
hipoteticamente alimentadas com uma dieta de origem animal (fonte 2).

Na natureza G. microtarsus alimenta-se de ingredientes de origem
vegetal (Frutos) constituiu a fonte vegetal (fonte 1), e de origem animal
(Invertebrados), constituiu a fonte animal (fonte 2). Os valores isotopicos de
5%02C e 5%.*°N foram determinados para a fonte 1 e fonte 2. Os animais
capturados no campo, forneceram amostras de sangue (produto), para as
analises isotépicas.

O indice participativo de qualquer fonte (Xn) pode ser estimado pela
expressao (2);

-1
Xn:dl'ldid;; (2)

Na expressdo (2), (d;) € a distancia euclidiana entre a fonte 1 e o

produto, (d,) € a distancia euclidiana entre a fonte 2 e o produto. A distancia (d)

calculada, representa o valor em per mil (%) e € obtida pela expresséo (3):

d= \/ [d %0°C(Fonte)- d%o"*C(Pr oduto)]2 + [d %0'°N(Fonte)- d%o*°N(Pr oduto)]2 (3)
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Uma vez calculado o valor da distéancia euclidiana (d), utiliza-se do seu
valor inverso (1/d) na estimativa do indice participativo, em percentual (X), da

fonte de origem animal ou vegetal no sangue dos animais.

2.4 Manuseio e Analise dos Dados
2.4.1 Descricao da Dieta

Inicialmente analisamos possiveis diferengcas na assimilagcdo de
invertebrados e frutas através da composicao isotopica do sangue dos animais
através do test-t para amostras dependentes. Em seguida, utilizamos uma
Andlise de Variancia de Dois Fatores (Two Way, ANOVA) para determinar
possiveis diferengcas entre varidveis categoricas como sexo e condicdo
reprodutiva. Depois de comprovada a diferenca entre tais variaveis utilizamos
um teste a posteriori de Tukey, para detectar com maior precisdo os pares que
apresentam diferencgas significativas entre si.

Posteriormente elaboramos um modelo geral linear (MGL), onde a
variavel resposta era a dieta, as variaveis preditoras categoricas eram 0 sexo e
a condicdo reprodutiva e as variaveis preditoras continuas eram a massa
magra (MM) e a massa de lipideos (ML). Apesar de termos coletados 118
individuos ao longo do ano (ndo contando as recapturas), estes modelos foram
gerados com 0s animais que tinham a TMR e a condi¢do corporea calculada
(n=85).

2.4.2 Padrdes Metabolicos

Com o objetivo de determinar o efeito da condicdo corpérea sobre a
variabilidade da TMR ndés realizamos regressfes lineares multiplas, onde
tinhamos como variavel resposta a Taxa de Metabolismo em Repouso (TMR)
de individuos reprodutivos e ndo reprodutivos e como variaveis preditoras
continuas a Massa Magra (MM) e Massa de Lipideos (ML). Em seguida
realizamos regressdes do tipo (Backward Stepwise Regression), onde o
primeiro modelo era composto por ambas variaveis independentes (MM e ML).

Em seguida, para determinar os padres metabdlicos foi necessario

obter uma equacao alomeétrica que descrevesse a relacdo entre a MM e a TMR
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de G. microtarsus. Para tal, os valores de MM e TMR foram logaritimizados
(base 10) com o propésito de linearizar a relagdo entre os parametros.
Realizamos uma regressao linear entre as duas variaveis, cuja significancia foi
verificada através do valor do teste F. Todos os dados de TMR foram
transformados em taxas absolutas antes da analise (PACKARD AND
BOARDMAN, 1987).

Como parte da andlise, os dados foram categorizados quanto ao sexo e
a condicdo reprodutiva. Esse procedimento foi necessario para que
pudéssemos checar possiveis diferencas nas inclinagbes das retas da
regressao produzida para as diferentes categorias acima. Para isso utilizamos
uma analise de ANCOVA (ZAR, 1999). Essa andlise nos permitiu decidir por
utilizarmos apenas uma equacdo alométrica independente do sexo e da
condicéo reprodutiva dos animais.

O préximo passo foi verificar se a TMR da espécie estava sujeita as
influéncias de fatores extrinsecos e intrinsecos. Para isso, geramos modelos,
onde a variavel resposta era o gasto energético (Taxa de metabolismo em
Repouso = TMR), as variaveis preditoras categoricas eram o sexo e a condicao
reprodutiva e as variaveis preditoras continuas eram: Modelo 1 (massa magra
(MM) e massa de lipideos (ML) e a o consumo de frutas); Modelo 2 (massa
magra (MM), massa de lipideos (ML) e o consumo de invertebrados). Estes
dois primeiros modelos foram analisados sem a correcdo dos valores de TMR
pela MM.

Em seguida, geramos dois novos modelos com a TMR corrigida pela
MM, tomando como ponto de referéncia a equacdo alométrica determinada
para espécie, através da seguinte equacdo: logic TMR / (logio MM°%®).
Teoricamente esse modelo controla o efeito da MM e permite que os efeitos de
outras variaveis sejam detectados. Em nosso caso os modelos foram gerados
com o propésito de detectarmos possiveis efeitos da dieta sobre a variabilidade
da TMR.

Dessa forma os modelos (MGL), tiveram como variavel resposta o gasto

energético corrigido (Taxa de metabolismo em Repouso = TMR.), as variaveis
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preditoras categéricas foram sexo e condigdo reprodutiva e as variaveis
preditoras continuas foram consumo de invertebrados ou consumo de frutas.
Todos os modelos foram gerados seguindo a metodologia sugerida por
GETZ et al. (2005) e ja descrita anteriormente no capitulo 2. Assim como no
capitulo anterior, todas as analises estatisticas seguiram SOKAL AND ROHLF
(1995) e foram feitas utilizando os médulos Modelos Gerais Lineares e Modelos
Gerais de Regressao do pacote estatistico STATISTICA 6.0 (STAT-SOFT,
2000). Os resultados sdo apresentados como médias + 1 desvio padrdo, e

utilizamos um nivel de 0,05 para acessar a significancia dos testes utilizados.

3. Resultados

3.1 Anélise da Composicdo Isotépica do Sangue e fatores que

influenciam na Dieta

A aplicagdo do Modelo de Diluicdo Isotopica foi eficiente na obtencao
dos resultados que avaliaram a dieta de G. microtarsus. A contribuicdo
isotopica de invertebrados foi em média maior que a contribuigdo isotopica de
frutos (81,91% e 18,09%) respectivamente (t = -51,40; gl = 84; P<0,05) (Figura
1). Isso indica que a assimilagdo de nutrientes é basicamente proveniente de
uma dieta a base de invertebrados, entretanto os resultados mostraram que a
assimilacdo de nutrientes proveniente do consumo de frutos também é
representativa (Figura 1).

O resultado da andlise de varidncia mostrou que ndo héa diferenca
significativa na assimilagédo de itens alimentares entre machos e fémeas (F=2;
gl=80; P=0,187), entretanto houve diferenca significativa entre individuos
reprodutivos e nao reprodutivos (F=5; gl=80; P=0,006), ou seja, animais
reprodutivos assimilam mais nutrientes de uma dieta a base de invertebrados
do que de frutas. A interacdo entre sexo e condi¢céo reprodutiva ndo apresentou
diferenca significativa (F=1; gl=80; P=0,482). O teste a posteriori de Tukey,
mostrou que a dieta de machos reprodutivos diferiu das fémeas nao

reprodutivas (gl=81, p=0,006; gl=81, P=0,005) e também de machos nao
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reprodutivos (gl=81, P=0,0109; ¢gl=81, P=0,0110). No entanto machos
reprodutivos néo diferiram de fémeas reprodutivas (gl=81, P=0,3616).

Posteriormente a andlise resultante do MGL reforgou os resultados da
andlise de variancia de dois fatores. O modelo foi significativo (*=0,43; F=4,6;
P=0,002). A composigao isotépica do sangue variou apenas em funcdo da
condicéo reprodutiva (a assimilacdo de nutrientes derivados de invertebrados é
maior em individuos reprodutivos do que em individuos n&o reprodutivos
(F=11,52; P<0,001)).

3.2 Variabilidade da Taxa Metabdlica

O resultado da andlise de regressdo mdltipla mostrou que o modelo
envolvendo as duas variaveis preditoras (MM e ML) foi significativo (*=0,31;
F=6,98; P=0,003), mostrando que a TMR pode ser predita através de uma
combinacgdo entre as varidveis independentes. Seguindo entdo o procedimento
estabelecido, analisamos o0s resultados da regressao (Backward Stepwise
Regression). Os modelos resultantes propostos por essa andlise foram
significativos e consideraram apenas a variavel MM como importante para
predizer a variabilidade da TMR (individuos reprodutivos: F=12,54; P=0,01) e
(individuos néo reprodutivos: F=7,08; P=0,01).

A relacdo entre taxa metabdlica de repouso (TMR) e massa magra (MM)
de Gracilinanus microtarsus utilizada neste estudo pode ser descrita pela
seguinte equacao alométrica:

TMR = -0,0617+0,133 + (0,863%0,106 * Logio MM), (r*=0,45; F=66,45; P<0,001;
Figura 2), onde, TMR = taxa metabdlica em repouso (kcal/dia) e LogioMM =
Logaritmo da massa magra na base 10 (gramas).

Esta equacdo alométrica geral independente do sexo e da condi¢do
reprodutiva foi possivel apds os resultados da analise de ANCOVA que
mostrou nao haver diferenca significativa entre as inclinagbes das retas
produzidas pela regressao (F=0,54; P=0,656), permitindo assim o uso de uma
Unica equacao alométrica para a espécie.

Os resultados gerados pelos modelos (MGL), mostraram que a

variabilidade da TMR é em um primeiro momento afetada pela MM e pela
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condicéo reprodutiva (Tabela 1). O modelo foi significativo e explicou 48% da
variacdo na TMR (F = 14,25; df = 79; r* = 0,48; P < 0,0001). Apds controlarmos
o efeito da MM, o modelo resultante ndo foi significativo (F = 0,99; df = 81; r? =
0,035; P = 0,40) e nenhuma das variaveis predizem a variabilidade da TMR

(Tabelas 2), mostrando néao haver efeito da dieta sobre a TMR.
4. Discussao

4.1 Dieta

Gracilinanus microtarsus possui habito alimentar insetivoro-onivoro,
alimentando-se principalmente de invertebrados (MARTINS AnD BONATO,
2004), além de frutos e pequenos vertebrados. No presente estudo o resultado
da analise isotopica ndo foi diferente, corroborando com a hipétese de uma
dieta insetivora — onivora da espécie (JULIEN-LAFERRIERE AND
ATRAMENTOWCZ, 1990), mostrando claramente que a maior parte do
alimento assimilado provém de uma dieta a base de invertebrados (Figura 1).
Nesse tipo de andlise, como os itens sdo consumidos pelos animais, a
“impresséo digital isotopica” destas fontes é refletida em seus tecidos, no caso
0 sangue, apés um determinado tempo de metabolismo (DeNIRO AND
EPSTEIN, 1978; GANNES et al., 1998).

Como vimos nos resultados a composigéo isotopica do sangue variou
apenas em func¢éo da condigéo reprodutiva. O fato do aumento do consumo de
fontes ricas em proteinas (insetos) durante a reproducao, se da pelo fato desse
evento ser energeticamente dispendioso em marsupiais (HARDER et al., 1996,
KROCKENBERGER, 2003) e/ou pelo simples fato da atividade reprodutiva ser
durante a estacdo chuvosa, onde a disponibilidade de recursos como
invertebrados aumenta consideravelmente (FLEMING, 1973; O CONNELL,
1979, QUENTAL et al., 2001).

O padréo de consumo de frutos encontrado para a espécie em questdo
corrobora com a hip6tese de que marsupiais sdo frugivoros oportunistas
(JULIEN-LAFERRIERE anD ATRAMENTOWCZ, 1990). Embora este item seja

esporadicamente consumido por marsupiais, para G. microtarsus pode ser
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considerado como um importante recurso, representando em meédia cerca de
18% da fonte total de alimento.

Apesar de se mostrar eficiente @ metodologia isotdpica aplicada, ndo
deve substituir as técnicas convencionais onde informagfes alimentares
detalhadas sdo necessérias e principalmente quando varias opgfes de itens
para consumo estdo disponiveis (HOBSON AND CLARK, 1992). Entretanto,
existem vantagens importantes para o uso de is6topos estaveis, que ocorrem
naturalmente como indicadores alimentares, sobre as técnicas convencionais,
dentre as quais, as estimativas dietéticas isotopicas sdo baseadas nos
alimentos assimilados e ndo apenas nos alimentos ingeridos e,
comparativamente podem ser obtidas informagdes de dietas consumidas a
longos periodos (HOBSON AND CLARCK, 1992).

4.2 Variabilidade da Taxa Metabolica
Em mamiferos, a massa corpérea é o fator que melhor explica a variacao
da taxa metabdlica (McNAB, 1988; 2002, 2005). Entretanto, quando os efeitos
da massa corporea sao controlados, a variabilidade pode chegar a 300%
sugerindo a influéncia de outros componentes. Entre eles estariam o
componente histérico — filogenético — (HAYSSEN AND LACY, 1985; ELGAR AND
HARVEY, 1987; CRUZ-NETO et al.,, 2001), fatores ecolégicos (dieta, clima,
habitat) (McNAB, 2002 ; THOMPSON, 1992), bem como variagfes no tamanho
dos 6rgdos (KONARZEWSKI AnD DIAMOND, 1995, BURNESS et al., 1998).
Em marsupiais, grande parte da variagdo (98,5%) da taxa metabdlica esta
correlacionada com a massa corporea (McNAB, 2005). No entanto, variagfes
intraindividuais da massa corpérea de uma espécie ndo sdo constantes ao
longo do tempo apresentando variacdes diarias e sazonais (e.g. SPEAKMAN,
1996). Portanto, constatacdes da relacdo alométrica entre taxa metabdlica e
massa corpérea em um contexto intraespecifico pode ser pouco visivel, o que
sugere que a variabilidade na taxa metabdlica ndo pode ser simplesmente
explicada como sendo uma consequiéncia da variagdo na massa total de um

organismo (KOZLOWSKI AND WEINER 1997).
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A associagdo da condi¢do corporea e dieta com a taxa metabdlica podem
revelar as causas envolvidas na magnitude de tal variabilidade. De acordo com
0 exposto acima a MM (componente da condigdo corporea) e a condicdo
reprodutiva da espécie (Tabela 1) foram em uma primeira analise,
responsaveis pela variacdo da TMR, ou seja, G. microtarsus apresenta maiores
demandas energéticas durante o periodo reprodutivo, o que coincide com 0s
maiores valores registrados ndo s6 de MM, mas também da MC e da ML
(Capitulo 2).

O periodo reprodutivo € um evento que demanda alto custo energético,
exercendo influéncias na taxa metabdlica (MORRISON AND McNAB, 1962;
BOONSTRA et al., 2001; FLEMING et al., 1981, VELOSO, 2001). Individuos
em diferentes estagios reprodutivos tendem a apresentar diferencas
significativas na alocagdo de energia. Estudos sobre energética reprodutiva
sugerem que para a maioria, sendo para todos os grupos de mamiferos, a
lactacdo exige maior gasto energético do que a gestacéo (e.g. THOMPSON,
1992).

Dados da literatura mostram que para a maioria dos mamiferos, quanto
mais baixa a TMB maior é a TMR durante a reproducdo (THOMPSON, 1992).
Entre roedores, foi observado um aumento de 159% da TMR durante a
gestacdo em relacdo a TMB, enquanto para as lactantes a TMR foi 200%
superior a TMB (ANTINUCHI AaNnD BUSH, 2001). Entre os marsupiais, que
apresentam curta gestacdo e longo periodo de lactacédo, os baixos valores de
TMB (MORRISON AND McNAB, 1962), também conferem diferencas entre
TMR durante a lactagcdo e TMB, sendo que os valores de TMR durante a
lactacdo também s&o superiores aos da TMB (THOMPSON AND NICOLL,
1986), o que pode representar até 92% do aumento nos custos metabdlicos
durante o periodo reprodutivo (FLEMING et al., 1981). Nossos resultados,
assim como para outros mamiferos, mostram que a demanda energética
durante o periodo reprodutivo, supera aquela dos periodos ndo reprodutivos
(GITTLEMAN AanD THOMPSON, 1988, VELOSO, 2001) (Tabela 1).

Durante este periodo de maior demanda energética tem-se um aumento

na ingestéo de alimentos, associados a uma maior disponibilidade de recursos
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no ambiente (Capitulo 2), sejam nos periodos que antecedam a reprodugéo
(GITTLEMAN anD THOMPSON, 1988; SPEAKMAN AND McQUEENIE, 1996;
DEGEN et al.,, 2002), ou durante o periodo reprodutivo (RANDOLPH et al.,
1977; SPEAKMAN AND MCQUEENIE, 1996). O alimento ingerido em excesso
pode ser transformado em reserva de gordura (RANDOLPH et al., 1977;
THOMPSON et al., 1992, GITTLEMAN AND THOMPSON, 1988), mas também
pode provocar aumento da massa de 6rgdos internos que por sua vez
aumentam a eficiéncia de 6rgdos associados ao processamento de energia,
como figado e rins (HAMMOND et al., 1994). A plasticidade e a maior producéo
metabdlica dos tecidos e 6rgaos internos que compdem a MM em contraste a
gordura podem ser, em partes responsaveis pela variabilidade da MM que por
sua vez reflete na variacdo da TMR durante a reproducéo (e.g. PIERSMA AND
LINDSTROM, 1997; SCOTT AND EVANS, 1992, VELOSO, 2001). Variacées na
MM que podem ter efeito na alocagéo de energia e consequentemente na TMR
ocorre também em func@o do alto requerimento de minerais no periodo
reprodutivo durante a fase de lactagdo (REYNOLDS AnND KUNZ, 2000 e
referéncias),

Quanto a relacdo da dieta e TMR, tem-se sugerido que a variagdo
residual da taxa metabdlica em marsupiais esta fortemente relacionada com o
habito alimentar (MCNAB, 2002; LOVEGROVE, 2003; THOMPSON, 1992).
Todavia, ndo conseguimos detectar tal relagdo no presente estudo (Tabela 2).
MCcNAB (1986a) sugere que altas taxas de metabolismo estariam associadas a
dietas facilmente digeriveis, livres de agentes quimicos e/ou disponiveis ao
longo do ano, como por exemplo, dietas a base e frutas e/ou néctar. O padrao
inverso também € esperado para animais que possuem uma dieta insetivora
(McNAB, 1986b). Entretanto, esse padrdo € questionavel para G. microtarsus,
pois a espécie ndo se adequa a um tipo particular de dieta, uma vez que
apresenta habito alimentar insetivora/onivora, e que oportunamente consome
frutos (ELGAR AND HARVEY, 1987; JULIEN-LAFERRIERE  AND
ATRAMENTOWCZ, 1990).

Em resumo, os resultados obtidos mostraram que mesmo com

refinamento da dieta através do modelo isotopico, o habito alimentar néo
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responde pela variagdo da TMR de G. microtarsus. Um dos aspectos que
McNAB (2005), ressalta e sugere em sua revisao enfocando a uniformidade da
taxa metabdlica basal em 71 espécies de marsupiais, € que outros fatores
como uso do habitat, clima, latitude, altitude e estratégia reprodutiva podem ser
responsaveis pela variabilidade residual da TMB em marsupiais. Sendo assim,
nossa hipotese da relacdo entre dieta e a variacdo residual da TMR, ndo se

sustenta para G. microtarsus.
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Tabela 1. Resultado final do Modelo Geral Linear mostrando os efeitos das
variaveis preditoras categoricas (sexo e condi¢cdo reprodutiva) e continuas
(massa magra, massa de lipideos e contribuicdo isotopica de frutas e
invertebrados na composicdo isotdpica do sangue) sobre a variabilidade da
taxa metabdlica em repouso de Gracilinanus microtarsus. Os modelos foram
significantes e explicaram 48% da variacdo na TMR (F = 14,25; df = 79; I* =
0,48; P < 0,0001). Ver texto para determinacdo das variaveis independentes e
interagoes.

Variaveis F P
Sexo 0,7 0,40
Condicao Reprodutiva 49,29 <0,0001
Massa Magra (MM) 17,73 <0,0001
Massa de Gordura (MG) 2,87 0,094
Contribuicéo Isotépica de Fruta (CIF) 0,66 0,420
Sexo 0,7 0,40
Condicao Reprodutiva 49,30 <0,0001
Massa Magra (MM) 17,73 <0,0001
Massa de Gordura (MG) 2,87 0,094

Contribuicdo Isotépica de Invertebrados (CllI) 0,67 0,414
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Tabela 2. Resultado final do Modelo Geral Linear mostrando os efeitos das
variaveis preditoras categoéricas (sexo e condicdo reprodutiva) e continuas
(contribuicdo isotépica de frutas e invertebrados na composicéo isotépica do
sangue) sobre a variabilidade da taxa metabdlica em repouso de Gracilinanus
microtarsus. Os modelos ndo foram significativos (F = 0,99; df = 81; ¥ = 0,035;
P = 0,40). Ver texto para determinacdo das varidveis independentes e
interagoes.

Variaveis F P

Sexo 0,182 0,671
Condicao Reprodutiva 2,450 0,121
Contribuicéo Isotépica de Frutas (CIF) 0,354 0,553
Sexo 0,182 0,671
Condicao Reprodutiva 2,450 0,121

Contribuicdo Isotépica de Invertebrados (Cll) 0,366 0,547
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Legenda das Figuras

Figura 1. Contribuicdo isotopica de invertebrados e frutas na composi¢éo

isotdpica do sangue de Gracilinanus microtarsus.

Figura 2. Relacdo entre o log;y da taxa metabdlica em repouso (TMR —
kcal/dia) e logip da massa magra (gramas) para Gracilinanus microtarsus. Os
circulos escuros representam o0s machos reprodutivos e os circulos vazios
representam 0s machos nao reprodutivos. Fémeas reprodutivas e nao
reprodutivas estdo representadas pelos tridngulos escuros e claros

respectivamente.
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Figura 1
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Conclusao Geral

Nas analises do capitulo 1 procuramos testar a acuracidade de vérios
modelos de regressao propostos para a validacdo de um método nao-invasivo
(TOBEC) para se estimar dois compartimentos da condi¢do corporea, (massa
magra e massa e lipideos) de Gracilinaus microtarsus. O método mostrou-se
adequado para se estimar a massa magra. No entanto sua eficiéncia pode ser
maior quando utilizado em conjunto com outras medidas biométricas para
corrigir eventuais diferencas interindividuais na massa corpdrea ou na massa
magra. Portanto, ndo encontramos justificativa para o uso do chamado modelo
classico para estimar a massa magra com o método TOBEC.

Por outro lado, o0 método se mostrou aquém do desejado para se estimar
a massa de lipideos, independente do modelo utilizado (direto ou inverso).
Portanto, a baixa capacidade do método néo reflete qual o tipo de modelo &
utilizado, mas sim as condi¢fes intrinsecas de reserva de gordura. Esta baixa
eficiéncia também ja foi observada em outros métodos onde os animais
utilizados nas analises mostraram uma baixa variabilidade individual na
quantidade de gordura. Este capitulo nos deu subsidios para que no capitulo 2
pudéssemos estudar a dindmica de um dos principais fatores (condi¢ao
corpérea) associados ao estado energético de um animal. A dindmica da
condicdo corpOrea da espécie apresentou acentuadas variacdes sazonais. A
espécie apresentou um aumento dos componentes da condicdo corpérea
ajustados a estacdo umida e ao periodo reprodutivo. Contudo, como discutido
no capitulo 2, a variacdo da MC pode ser reflexo da variabilidade da condic&o
corplrea associada a ajustes adaptativos das estratégias de vida e outras
variaveis e interacbes entre fatores climaticos, alimentares, fisiologicos e
também sociais. A existéncia de semelparidade também pode refletir tal
variabilidade da condicdo corpdrea. Sugiro que sejam realizados estudos
especificos enfocando uma provavel condicdo de semelparidade em
marsupiais Neotropicais. Dessa forma poderiamos inferir com maior preciséo,
provaveis efeitos de estratégias evolutivas na condicdo corpOrea dessas

espécies associados ao estado energético.
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Os dados obtidos no capitulo 3 sugerem que a MM juntamente com o
estado reprodutivo dos animais sao os fatores determinantes da variabilidade
da TMR. Por outro lado quando os efeitos da MM foram controlados, n&o
conseguimos detectar efeito de nenhuma outra variavel utilizada nas analises.
Embora se tenha sugerido que a variagdo residual da taxa metabdlica basal em
mamiferos esta relacionada com o habito alimentar, nés ndo conseguimos
detectar tal relacdo no presente estudo. Os padrdes metabdlicos associados a
diferentes dietas como proposto por alguns autores é questionavel para G.
microtarsus, pois a espécie ndo se adequa a um tipo particular de dieta, uma
vez que apresenta habito alimentar insetivora/onivora, e que oportunamente
consome frutos. Por fim em uma Udltima revisdo sobre TMB em marsupiais
sugere-se que fatores como uso do habitat, clima, latitude, altitude e estratégia
reprodutiva podem ser responséaveis pela variabilidade residual da TMB em
marsupiais.

De forma geral acredito ter alcangado o objetivo de nosso estudo no
qual pretendiamos revelar as causas envolvidas na variabilidade da TMR. No
entanto, sugiro que novos estudos sobre energética de marsupiais neotropicais
sejam realizados, principalmente utilizando-se de metodologias padronizadas
facilitando comparagfes interespecificas cotejando ainda outros fatores como
filogenia como determinante da magnitude das taxas metabodlicas desses

animais.
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