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[Fn1] Comentario: Revisei um
pouco as referéncias que usei para
escrever este projeto, realmente ndo
tem muito sentido falar de balangco
energético mas sim de condigdo
energética dos individuos.

“Apesar de suas limitagdes para
diferenciar entre tipos de estressores
em um meio naturalista, marcadores
de estresse energético proporcionam
uma importante maneira de verificar
nossas suposi¢des sobre como fatores
como a disponibilidade de alimento
afetam aos primatas”.
(Emery-Thompson, 2016)




RESUMO

A fragmentacdo e perda de habitat tem alterado a disponibilidade de recursos alimentares
para muitas espécies, 0 que, junto a outros fatores, determinam a condi¢do energética de um
individuo e, portanto, sua aptiddo. O estado energético de um animal, que resulta do
equilibrio entre aquisicdo e gasto de energia, é amplamente modulado por fatores
comportamentais, psicolégicos e ambientais, que por sua vez sdo afetados por perturbacées
antropicas. Em vista do grave estado de conservacdo de certas populagdes originado
principalmente por tais perturbacées, os pesquisadores tem considerado o uso de marcadores
fisiolégicos ndo invasivos como um meio de sinalizar a resposta endécrina a mudancas
externas no ambiente de um individuo. Aqui, propomos analisar os padroes de atividade de
mico-lebes-de-cara-dourada (MLCDs), Leontopithecus chrysomelas, primata endémico da
Mata Atlantica do Sul da Bahia e a fenologia de espécies vegetais de sua dieta para
relaciona-los as variages nos niveis de glicocorticoides fecais e triiodotironina fecal e com
isso avaliar a condicdo energética dos individuos estudados. Em especifico, pretendemos
investigar quais estratégias de forrageamento permitem aos MLCDs sobreviver em habitats
degradados, assumindo que a variagdo na disponibilidade de recursos nesses habitats é mais
critica do que em habitats ndo degradados. Deste modo, examinaremos até que ponto o
estresse nutricional pode afetar negativamente a capacidade de um individuo adulto para
equilibrar a entrada e o gasto de energia, prejudicando futuramente suas chances de
sobrevivéncia e reproducéo.

INTRODUCAO

Muitas espécies de primatas enfrentam o desafio de acessar fontes de alimento em
fragmentos florestais pequenos e isolados (Arroyo-Rodriguez et al., 2005) onde a
disponibilidade de alimentos pode ser reduzida. Compreender se os alimentos que 0s
primatas obtém em seu ambiente é suficiente para suprir suas demandas energéticas ¢ uma
das principais preocupacdes para avaliar o impacto da degradacdo de um habitat (Gesquiere
etal., 2018). Para abordar esta questdo podemos estudar a inter-relacdo entre comportamento
de forrageamento, disponibilidade de alimentos e fisiologia nutricional (Birnie-Gauvin et al.,
2017). Este tipo de estudo deve documentar o comportamento alimentar em relagdo as
varia¢des na disponibilidade de alimentos (Adeola et al., 2014), explicar os mecanismos para
lidar com essas mudancas (Martin, 1987) e a medicdo do estado fisioldgico dos individuos
deve permitir vérias coletas (Emery Thompson, 2016). Um conjunto de marcadores
fisiologicos que atende a esses requisitos sdo hormonios fecais como os glicocorticoides
(GCs) e a triiodotironina (T3). Os GCs aumentam os niveis de glicose quando o individuo
enfrenta um desafio (Emery Thompson, 2016) e tém sido associado ao estresse energético
devido a baixa qualidade do habitat (Jaimez et al., 2012) e a escassez sazonal de alimentos
(Gesquiere et al., 2018). Enquanto que a T3 participa na regulacdo do balanco energético em
vertebrados, que ajustam sua secre¢do para reduzir a taxa metabdlica basal e poupar energia
(Eales, 1988). Apesar da T3 ter uma relagdo mais préxima a condicéo energética e ndo ser
influenciada pelo estresse psicoldgico (Wasser et al., 2010), ndo tem recebido tanta atencao
pela comunidade cientifica. No entanto, autores aconselham combinar o estudo de ambos os
hormonios para poder separar o estresse nutricional do ndo nutricional (Dias et al., 2017).

Propomos estudar mico-ledes-de-cara-dourada (MLCDs), Leontopithecus chrysomelas que
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por sua distribuic8o restrita e constante reducdo do habitat (De Vleeschouwer & Raboy,
2013) estdo classificados como Em Perigo de Extingdo (IUCN, 2015). Sua dieta consiste
principalmente de frutas, insetos e pequenos vertebrados (Raboy & Dietz, 2004). Embora a
auséncia de uma estacao seca acentuada no sul da Bahia possa sugerir a presenca continua de
alimentos (Catenacci et al., 2016), Pessoa et al. (2012) encontraram que em florestas mais
degradadas a disponibilidade de frutos pode variar significativamente durante o ano, o que
poderia provocar estresse nutricional em MLCDs que habitam estas areas. Além disso,
existem alguns recursos tipicos de florestas avangadas como as bromélias do género
Aechmea (Raboy et al., 2004; Oliveira et al., 2010) utilizadas frequentemente pelos MLCDs
para obter presas. Os MLCDs também podem experimentar restricdes energéticas devido ao
alto custo de reproducdo e cuidado de filhotes (Dietz et al., 1994; Tardif et al., 2002).
Particularmente na area de estudo proposta foi encontrado que os MLCDs experimentam
limitaces de espaco e alimento o qual afeta 0s seu orcamento de atividades (Coutinho, 2018)
e acarreta consequéncias negativas para a sua salde (Costa, 2019). Por tanto é necessario
investigar como a abundancia de alimento em fragmentos florestais degradados desencadeia
certas respostas comportamentais e fisiolégicas em MLCDs e se estes mecanismos de
resposta sdo eficientes para enfrentar os desafios ambientais que seu habitat impde.

OBJETIVOS

A pergunta do presente projeto é: como o estresse em MLCDs se relaciona a diferentes
aspectos comportamentais e a disponibilidade de alimentos vegetais em uma area de floresta
fragmentada? Nosso principal objetivo é avaliar a condicdo energética ligada ao estresse
nutricional através de metabolitos fecais especificos e relacionar suas variacdes ao
comportamento de MLCDs e a disponibilidade de alimentos vegetais em uma area de floresta
fragmentada de Una no sul da Bahia. Ao fazer isso, pretendemos entender se 0s MLCDs
podem efetivamente lidar com os desafios energéticos do habitat perturbado. Para cumprir
este objetivo consideramos necessario desenvolver os seguintes passos:

1) Validar os testes de GCs e T3 para amostras fecais e diferenciar as concentracdes de
ambos os hormonios em categorias individuais como sexo, dominancia, idade e
estado reprodutivo.

2) Relacionar as variagdes nos niveis de hormdnios fecais aos comportamentos
associados a aquisi¢do e gasto energético e a disponibilidade de alimentos vegetais,
para assim identificar como estratégias de forrageamento dos MLCDs afetam os
niveis de horménios fecais.

3) Finalmente, identificar os itens alimentares que sdo mais selecionados respeito a
disponibilidade total de alimentos, em especial quando os MLCDs se encontram
baixo estresse ou enfrentam baixa disponibilidade de alimentos vegetais. Assim,
determinaremos possiveis recursos-chave que desempenham um papel importante
para a provisao energética de individuos em ambientes antropizados.

METODOLOGIA

Area e sujeitos de estudo

A amostragem serd realizada entre janeiro e dezembro de 2020 em uma &rea composta por
fragmentos florestais secundarios e cultivos agricolas que abrangem aproximadamente 2
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Km?. Esta rea encontrasse contida na area de estudo do Projeto BioBrasil (Figura 1),
localizada no sul da Bahia, nordeste do Brasil, no municipio de Una (15 °17'S, 39 °08' 0). O
clima regional é quente e imido, e caracterizado pela auséncia de um periodo seco sazonal
(Mori et al., 1983). A precipitagio média é de aproximadamente 2000 mm/ano e as
temperaturas médias estdo em torno aos 24 °C, com pouca oscilacdo durante o ano (Thomas
et al.,, 1998). Na area de estudo, 33 exemplares de MLCDs pertencentes a 4 grupos
habituados (Ribeiro (RIB; N = 6), Ozawa (OZA; N = 6), Manoel Rosa (MRO; N = 8) e Elias
(ELI; N =13)) séo atualmente monitorados, como parte do programa de pesquisa do Projeto
BioBrasil. Estes grupos sdo acompanhados de 1 a 4 dias por semana através do uso de
radiotelemetria, durante cada acompanhamento certos parametros como padrfes de
deslocamento, comportamento basico e uso de recursos sao registrados. Além disso, 0s
grupos sdo capturados duas vezes por ano para trocar os radio colares, verificar as condi¢es
dos individuos e tomar medidas biométricas, como o peso. Apés este procedimento, cada
individuo novo recebe uma tatuagem numérica e todos recebem uma marca de tinta, a fim de
facilitar a sua identificac&o na floresta.
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Figura 1. Localizacdo da area de estudo representada pelo ponto vermelho no mapa a
esquerda e & direita os diferentes tipos de vegetacdo e intervencdes antropicas encontradas
nessa area (fonte: Coutinho, 2018).

Dado que o eixo hipotalamo-pituitéria-adrenal (HPA) tende a ser mais sensivel a medida que
as espécies de mamiferos envelhecem (Sapolsky et al., 1985; Sapolsky & Altmann, 1991),
tornando-os mais vulneraveis ao estresse, documentaremos o comportamento e coletaremos
amostras fecais apenas de individuos adultos de ambos sexos. Consideraremos 4 individuos
adultos (dois machos e duas fémeas) dos grupos OZA, MRO e ELI, tendo em total 12
MLCDS.\ Outros fatores intrinsecos também influenciam a resposta fisioldgica as mudangas
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[Fn2] Comentario: Decidi manter 4
individuos (entre machos e fémeas)
em cada grupo para assim poder
repartir equitativamente o numero de
focais por individuo, além de mais
tarde comparar essas variagdes entre
sexo o qual proponho como objetivo.
Se considerarmos somente machos
(10 em total entre adultos e jovens
dos 3 grupos) teriamos um nimero
desigual de individuos por grupo.




ambientais e distGrbios antropogénicos (Dantzer et al., 2014). Consequentemente,
acompanharemos o status reprodutivo das fémeas e o grau de dominéncia de ambos 0s sexos,
categorizando as fémeas como ndo reprodutoras, lactantes e gravidas (Sheriff et al., 2011) e
todos os individuos entre dominantes e subordinados. Se a fémeas fosse a Unica reprodutora
do grupo e 0 macho o que liderasse as brigas de encontro com outros grupos, além de que
ambos apresentassem comportamento de dominantes dentro dos grupos (maior acesso ao
individuo reprodutor, andar em arco, maior nimero de montas e perseguicdo), esses
individuos estariam classificados como dominantes (French et al., 2003; Bales et al., 2005).

Disponibilidade de alimentos vegetais

Seguindo o procedimento realizado por Coutinho (2018) na nossa area de estudo, propomos
estabelecer parcelas de 20X10 m em 5 fitofisionomias. Distribuiremos aleatoriamente entre
as 3 areas de vida dos grupos alvo um total de 44 parcelas; na floresta secundaria avancada
(SA) estabeleceremos 12 parcelas, na floresta secundaria media (SM) 12 parcelas, na floresta
secundaria inicial (SI) 8 parcelas, em brejos (BR) 6 parcelas, e em plantios (PL) diversos
(seringa-cacau, seringa-banana, seringa e cabruca) 6 parcelas. O nimero de parcelas por
fitofisionomia, determinado previamente por Coutinho (2018), define o ponto onde a riqueza
de espécies vegetais alcanga 0 nimero maximo de espécies. Para levar em consideragdo a
influéncia da borda, colocaremos parcelas a partir de 30 a 50 m do limite entre
fitofisionomias, respeitaremos distancias maiores da borda quando existir maior contraste
estrutural e de composicéo entre fitofisionomias, por exemplo entre SA e PL (Harper et al.,
2005). A distancia minima entre parcelas sera de 50 m (Pessoa et al., 2016).

Dentro das parcelas mediremos o didmetro a altura do peito e contaremos todas as arvores
com diametro maior ou igual a 10 cm. Na etapa de levantamento floristico, marcaremos com
etiquetas metalicas codificadas todos os individuos das 23 espécies arbdreas alimenticias
frequentemente consumidas pelos MLCDs (ver Anexo 1). Os MLCDs consomem uma
grande diversidade de plantas mas selecionamos as espécies que no estudo de Catenacci et al.
(2016) foram consumidas por um tempo maior ou igual a 5% do tempo total dedicado ao
consumo de espécies vegetais em um més. Entdo, complementamos esta lista com todas as
espécies que no estudo de Coutinho (2018) receberam pelo menos 2% do total de visitas
pelos 3 grupos de MLCDs observados.

Apo0s isso, monitoraremos mensalmente durante um ano e simultaneamente com as
amostragens de comportamento a fenologia das 23 espécies arboreas chave. Para isso,
avaliaremos a fenofase dessas espécies, examinando o estagio de frutificacdo ou floracdo das
arvores marcadas através da escala de Fournier (1974) a qual mede a proporcao do volume da
copa coberto com frutas ou flores. Esta escala varia de 0 a 4 (0 = auséncia de frutificacdo ou
floracédo, 1 =1 a25% da copa, 2 = 26 a 50% da copa, 3 =51 a 75% da copa, 4 = 76 a 100% da
copa).

Amostragem comportamental

Conduziremos observacdes focais por um periodo de 10 min nos 12 micos-ledes adultos dos
trés grupos selecionados, alternando de individuo ap6s 10 min de intervalo. Todos os dias,
antes de comecar as observaces, localizaremos 0s grupos com ajuda de um assistente de
campo e da radio-telemetria e 0s seguiremos continuamente desde o0 momento que deixam o
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local de dormida até que retornam a um abrigo antes do anoitecer. Neste periodo,
registraremos todas as atividades relacionadas a aquisicdo e gasto energético das quais
depende o nivel de estresse nutricional. No entanto, as variagdes hormonais que desejamos
avaliar sdo provocadas tanto por estressores energéticos como psicolégicos, pelo que é
importante que o catadlogo de comportamentos consiga incluir ambos tipos de estressores.
Para fazer isso, nos basearemos no etograma definido por Raboy & Dietz (2004) com
algumas alteracBes seguindo a amostragem comportamental de estudos com questdes
similares as nossas (Dias et al., 2017; Foerster & Monfort, 2010; Foerster et al., 2012). Ver
Anexo 2.

Para estudar o esfor¢o de alimentacao e a ingestao de alimentos, cronometraremos o tempo
que o individuo se encontre forrageando e comendo frutas, forrageando e comendo flores,
forrageando e comendo animais (Raboy & Dietz, 2004). Nesta Ultima categoria levaremos
em conta o tipo de substrato manipulado. Cada categoria sera cronometrada quando
percebermos que o individuo toca ou comega a procurar o item alimentar. A partir do
momento que a atividade de forrageio iniciar, contabilizaremos as vezes em que o individuo
é observado comendo, mastigando ou segurando na mao o item alimentar, isto para estimar a
propor¢do em que a procura por alimento resulta efetivamente em ingestdo. Adicionalmente,
guando possivel, as espécies vegetais visitadas para alimentagdo serdo identificadas.

Por outro lado registraremos o tempo que o individuo se encontra em locomog&o, parado ou
descansando, estes envolvem gastos energéticos referidos ao custo de deslocamento.
Permanecer parado e descansando diferem entre si em que o primeiro registra-se sempre que
o0 individuo ndo estiver se deslocando ou envolvido em qualquer outra atividade (pode se
encontrar estatico observando ou se cogando), e 0 segundo sempre que o individuo seja
observado deitado (inclusive se encontrado sobre outro membro do grupo), descansando
sobre 0 peito ou dormindo (Raboy & Dietz, 2004). E valido esclarecer que o tempo
cronometrado na locomocéo ndo inclui o tempo que o individuos se desloca para defender o
territério durante os encontros com outros grupos, dentro de locomocdo consideramos o
deslocamento realizado para trocar de item alimentar ou sitio de forrageio. Para
complementar este conjunto de comportamentos, estimaremos o deslocamento diario do
grupo salvando as coordenadas geograficas em um GPS portatil toda vez que iniciarmos o
focal de um individuo (Coutinho, 2018), ou seja, a cada 20 minutos. Mais tarde, calcularemos
a distancia percorrida do grupo com os pontos GPS marcados usando ArcGIS 10.7.1.

Para discriminar a influéncia de estressores psicolégicos sobre a resposta endocrina a
estressores energéticos, precisamos considerar a contribuicdo de interagGes sociais,
agressivas e ndo agressivas. Portanto, registraremos o tempo de conflitos intergrupais que
envolvem o individuo observado, normalmente este comportamento inicia com a
vocalizacao caracteristica deste comportamento e o deslocamento do individuos no intuito de
encontrar o outro grupo de MLCDs. Dentro da categoria de interacdo social ndo agressiva,
cronometraremos 0s eventos de catagdo, tanto recebidos como dados e o tempo que o
individuo brinca perseguindo ou sendo perseguido por outro membro, esta informagdo é
importante para entender a influéncia de comportamentos empaticos no alivio do estresse.

Este procedimento sera repetido ap6s a conclusdo da amostragem comportamental dos 12
individuos adultos, mais ou menos a cada més ao longo do ano da amostragem focal.



Coleta e processamento fecal

As amostras fecais serdo coletadas no campo imediatamente ap6s sua excrecdo e
armazenadas em tubos de polipropileno de 30 ml, marcados com a data, hora e individuo que
depositou as fezes. Vamos amostrar apenas fezes frescas ndo contaminadas por urina, pois
preserva-las em campo, vamos submergir completamente as amostras em etanol 95 % logo e
fechar bem a tampa para evitar vazamentos (Palme, 2005). Ao finalizar o dia,
armazenaremos todas as amostras fecais no escuro a temperatura ambiente até serem
transferidas para um freezer a -20 °C (Terio et al., 2002). Todas elas, exceto as amostras
fecais para validacdo, serdo tomadas em conjunto com as observagGes comportamentais, para
gue assim possamos estabelecer paralelismos entre a variacdo nas concentracbes de
metabolitos e 0 comportamento observado. Coletaremos amostras dos 12 individuos durante
0s seus respectivos focais assim como fora deles quando observarmos eles defecar, isto a fim
de assegurar um tamanho de amostra de pelo menos duas amostras fecais por individuo por
més (Dias et al., 2017).

Depois de completar a amostragem comportamental e a coleta de fezes dos 3 grupos,
prosseguiremos com a preservacdo a longo prazo. Para esta etapa as amostras deverao ser
transportadas para as instalagdes laboratoriais da Universidade Estadual de Santa Cruz
(UESC), onde iniciaremos o processamento das amostras. Primeiro, abriremos as tampas dos
tubos de plastico e deixaremos o etanol evaporar a temperatura ambiente dentro de um
exaustor (Terio et al., 2002). Todas as amostras descongeladas serdo desidratadas por um
processo de liofilizacdo e depois transferidas para pequenas bolsas Mylar (8 x 12 cm)
previamente codificados contendo um Unico saco absorvente de oxigénio. Em seguida, as
amostras embaladas serdo seladas a vacuo e armazenadas em um refrigerador.

O nosso esforco mensal de amostragem, ao qual designamos com o nome de sessdo de
amostragem, inclui a amostragem fecal e comportamental, os levantamentos de
disponibilidade de alimentos vegetais e as etapas iniciais do processamento das amostras
ocorrerdo durante o ano 2020. Nos primeiro semestre do ano 2021 serd realizada a extracdo
dos metabolitos fecais também na UESC, para isso as amostras desidratadas serdo primeiro
trituradas com um almofariz e depois peneiradas para remover fibras e sementes grandes (> 2
mm de diametro) (Foerster & Monfort, 2010). Tomaremos uma aliquota de 0,2 g da amostra
fecal seca, previamente homogeneizada e adicionaremos a ela 5 ml de metanol 80 % para
extrair os metabdlitos hormonais (Palme et al., 2013; Wark et al., 2016). Em seguida, a
aliquota serd misturada em um agitador por 1 hora e centrifugada a 2500 RPM por 20 min
(Wark et al., 2016). O sobrenadante que contém os metab6litos hormonais seréa transferido a
um pequeno tubo a prova de evaporacéo e derrame, e armazenado a -20 °C antes da medico
dos metabolitos hormonais, a qual deve ocorrer antes de 6 meses a partir da extracdo
hormonal (Galama et al., 2004; Wark et al., 2016).

[Fn3] Comentario: Os assistentes
de pesquisa ja possuem experiéncia
coletando amostras de fezes. As
amostras contaminadas com urina ou
com outros materiais serdo
descartadas.




Validacdo de GCs e T3 fecal

Pretendemos desenvolver os procedimentos explicados a seguir no Laboratério
Interdisciplinar de Anélises Clinicas (Interlab-UMU), em Murcia, Espanha no ano de 2021,
]para 0 qual realizaremos o cadastro no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN, prepararemos um acordo de remessa de
material entre o Interlab-UMU e a UESC e obteremos as licengas CITES para a exportacao
do material do Brasil e importagdo dos mesmos para Espanha. Para embalagem das amostras

seguiremos as normas da Associacdo Internacional de Transporte Aéreo (IATA).

A fim de assegurar que 0s ensaios detectem adequadamente as alterac@es fisioldgicas no
sistema endocrino, eles precisam ser validado para a espécie e a matriz envolvida no estudo.
Portanto, realizaremos a validacéo analitica e biolégica do imunoensaio enzimatico (IEE) de
GCs e T3 fecais em MLCDs. Para o primeiro tipo de validagdo, testaremos certos critérios
como a sensibilidade (nivel minimo de deteccdo dos hormdnios), precisdo (repetibilidade
entre ensaios), exatidao (capacidade de detectar o mesmo nivel hormonal) e especificidade
(especificidade do anticorpo e a influéncia de substancias interferentes da matriz) (Hodges &
Heistermann, 2011). Para realizar a validacdo analitica de ambos os metabdlitos fecais,
revisaremos e seguiremos os procedimentos descritos por Hodges & Heistermann (2011),
Sheriff et al. (2011), Andreasson et al. (2015) e Behringer & Deschner (2017).

Quanto a validacdo biolégica, avaliaremos os GCs fecais das amostras coletadas antes e
depois das capturas regulares, durante as quais membros treinados da equipe do Projeto
BioBrasil capturam e anestesiam os individuos dos grupos de estudo, a fim de trocar os radio
colares. Os animais sao mantidos durante a noite no laboratério e liberados no dia seguinte no
local onde foram capturados (para procedimentos ver Dietz et al., 1996; Catenacci et al.,
2016). Como sugerido por Wark et al. (2016) que validou GCs fecais em
mico-leGes-dourados, a coleta de amostras de todos os individuos possiveis sera realizada no
5° ou 6° dia antes das capturas, e depois repetida no 9° ou 10° dia ap6s as capturas. Com
relacéo & validagéo bioldgica da T3 fecal, compararemos os niveis de T3 fecal em todas as
amostras coletadas durante a amostragem comportamental e obteremos uma faixa de
concentracfes na qual prevemos se encontrem os individuos em um estado mais saudavel,
isto com base nas informacdes coletadas nos exames veterinarios realizados durante as
capturas. Ambas as técnicas escolhidas modificam os niveis dos metabodlitos fecais em
questdo e sdo apropriadas para aferir 0s imunoensaios que serdo utilizados. Devido ao estado
ameacado dos MLCDs, a administracdo do hormonio adrenocorticotroéfico (ACTH) e do
hormonio estimulante tireoide (TSH) tradicionalmente usado para a validacGes fisioldgicas
ndo seriam éticos no Nosso caso.

Imunoensaio enzimatico de GCs e T3 fecais

Para a andlise de GCs e T3 fecais, colaboraremos com o Interlab-UMU. Propomos para esta
fase utilizar em ambos os casos kits de IEE da IBL internacional, mais especificamente
ELISA Cortisol (RE52061) e ELISA Triioditironina Total (T3) (RE55251). Seguiremos as
instrucBes de uso e comentarios do fabricante, para assim evitar qualquer alteracdo nos
resultados. Os procedimentos para a analise dos hormonios selecionados sdo semelhantes,

[Fn4] Comentario: Iniciei o
procedimento de cadastro com a
orientagdo do aluno Lucas da UESC
que enviou amostras de tecido de
baleia ao Japdo, e entrei em contato
com Vanessa para ter um plano B caso
a exportagdo das amostras se
complicar demais (obrigado pelo
contato!).




exceto por diferencas no volume de reagentes, e tempo e temperatura de incubacédo, para
mais detalhes ver as instru¢cbes de uso. Em resumo, seguiremos estes passos: (1)
adicionaremos o volume especifico de solucdo padrdo, controle e amostras ao ndmero
desejado de pogos de microtitulacdo; (2) se estivermos testando T3, distribuiremos o
reagente em cada pog¢o, misturaremos e deixaremos incubar; (3) usando uma pipeta
adicionaremos a enzima conjugada, misturaremos bem e deixaremos incubar; (4)
descartaremos o conteddo dos pogos, enxaguaremos com a solucdo de lavagem e
removeremos todas as goticulas restantes; (5) adicionaremos a solugdo de substrato e
deixaremos incubar; (6) interromperemos a reacdo com a solugdo stop; (7) e finalmente,
determinaremos a absorbancia de cada pogco com um fotémetro (IBL International GMBH,
2014; 2016).

Financiamento

Para financiar os gastos do projeto aplicamos a duas fontes de fundos para pesquisa, The
Mohamed bin Zayed Species Conservation Fund (Outubro 2019) principalmente para custos
laboratoriais e outros e Rufford Small Grant (Dezembro 2019) para custos de campo. Além
disso, contamos com o apoio do Centre for Research and Conservation of the Royal
Zoological Society of Antwerp o qual proporcionard hospedagem e o sistema de
radio-telemetria para localizar os grupos, também cobrira gastos que se referem a salarios
dos assistentes de campo e transporte entre a area de estudo e llhéus. Temos previsto aplicar
a outras fontes de financiamento no ano 2020 como Morris Animal Foundation, Primate
Conservation Inc e People’s Trust for Endangered Species.

ANALISE DOS DADOS

indice de disponibilidade de alimento e seletividade

Com as medicGes sobre vegetacdo obteremos a area basal total de cada uma das 23 espécies
chave respeito da area da parcela (ha) e respeito da area basal de todas as arvores medidas
dentro da parcela (dominancia relativa), obteremos os valores médios destas duas medidas
para cada fitofisionomia por separado. A seguir, multiplicaremos a area basal média por
hectare de cada espécie pela porcentagem de frutificacdo ou floracdo media em cada
fitofisionomia. Logo, o indice de disponibilidade da espécie chave em cada uma das trés
areas de vida dos MLCDs sera calculado a partir da porcentagem que cada fitofisionomia
ocupa na respectiva area de vida do grupo. O indice total de disponibilidade de alimento por
area de vida é a somatéria dos indices individuais de disponibilidade de todas as espécies
detectadas nas fitofisionomias que comp0e essa area de vida. Como esperamos que certos
tipos de alimentos tenham diferentes efeitos sobre as respostas fisiolégicas e que a
preferéncia pelo alimento indique de maneira indireta seu valor nutricional. Estudaremos a
seletividade através da relacdo entre o tempo total de forrageio de certo item alimentar e o
indice total de disponibilidade de alimento.

Correlacdes entre hormonios fecais e comportamento

Exploraremos a relacdo entre as concentracfes de GCs e T3, utilizando a correlagio de
Pearson. De igual maneira, verificaremos a correlacdo entre as varidveis comportamentais.
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Assumindo que a relacdo ndo seja linear, analisaremos os padrdes de variagdo temporal nos
dados através modelos de regressdo ndo-linear (NLS — nonlinear least squares) onde
avaliaremos os efeitos das varidveis comportamentais e da disponibilidade de alimento
(variaveis independentes) sobre a variacdo mensal de GCs e T3 por individuo (varidveis
dependentes). Ambos modelos incluirdo a identidade dos individuos como fator aleatério, o
sexo, o status reprodutivo em fémeas e o grau de dominancia como fator fixo. Para remover a
influéncia dos diferentes grupos de MLCDs sobre os analises longitudinais centraremos tanto
as concentragdes de horménios como as variaveis independentes nas suas respectivas medias
mensais por grupo (Foerster et al., 2012). Selecionaremos os modelos com o conjunto de
fatores que expliguem melhor as varia¢des nas concentracdes da ambos os hormdnios fecais
através do Critério de Informacéo de Akaike (AIC).

IMPACTOS DO ESTUDO PARA A CONSERVACAO

Uma contribuicéo direta para a conservagao da espécie é que sera avaliado se as alterag@es na
disponibilidade de frutos e no comportamento dos MLCDs decorrente da degradacéo do seu
habitat afetam de maneira significativa seus niveis de estresse e portanto tem implicaces
para seu bem estar e sadde. Este tipo de abordagem pode nos ajudar a mensurar o impacto de
estratégias de comportamento sobre o fitness da populacao e é especialmente importante para
espécies de vida longa como os MLCDs para os quais as medidas de fitness sédo dificeis de
obter (Foerster & Monfort, 2010). H& uma falta de informacao sobre como as altera¢des na
disponibilidade de alimentos em fragmentos de floresta perturbados afetam os MLCDs e se
estes fragmentos sdo capazes de satisfazer suas demandas energéticas. Isto & necessario para
estimativas usadas pela IJUCN para categorizacdo da espécies ja que nem todas as areas de
ocupacao do MLCD sdo 6timas para a persisténcia da populacdo a longo prazo. Usar
metabolitos fecais para preencher essa lacuna requer a articulagdo da ecologia alimentar e
comportamental, como da fisiologia. No entanto, dado o grau de vulnerabilidade ao estresse
de certos animais, especialmente aqueles com menos de 1 kg (Schwarzenberger, 2007), o
monitoramento endocrino ndo invasivo é uma maneira eticamente apropriada de responder a
perguntas sobre adaptacdo comportamental de espécies silvestres as mudancas ecolégicas. O
presente estudo oferece uma maneira objetiva de avaliar a condicdo energética e o estado
nutricional de MLCDs e abre novas perspectivas para diversas aplicacbes em conservacao e
manejo da espécie. Por exemplo, ao identificar os itens alimentares chave na atenuagdo de
estresse, esses itens vegetais podem ser sugeridos para programas de restauracdo ecoldgica
como o estabelecimento de corredores ecoldgicos para conectar os fragmentos florestais.
Além disso, outros estudos sobre o conteddo nutricional desses recursos chaves podem ser
Uteis para programas de cria em cativeiro. Adicionalmente, validar a medicdo de GCs e T3
em MLCDs abre a possibilidade de monitorar o estresse em populacfes selvagens,
habituadas e ndo habituadas, sem perturba-las e identificar subpopula¢es sob maior risco ao
impacto antrépico.
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Anexo 1. 23 espécies chave selecionadas para a avaliagéo de disponibilidade de alimentos vegetais.

Familia Espécie Nome vulgar H""(Eijtat Ca‘?g"”a %_tqtal g,?s >5% dAe ©
visitas tempo/més

Anacardiaceae Anacardium occidentale L. Pau-pombo, caju X
Anacardiaceae Tapirira guianensis Aubl. Manga-brava, pau-pombo C,S,P 4.69

Annonaceae Annona salzmannii A.DC. Pinha-do-mato C 3.02

Clusiaceae Garcinia macrophylla Mart. Bacupari 0.10 X
Clusiaceae Symphonia globulifera L.f. Alandi, anani S, P 3 0.52 X
Euphorbiaceae Mabea brasiliensis Mill.Arg. Bacupari X
Fabaceae Inga thibaudiana DC. Inga-tabua C 1 6.67 X
Melastomataceae | Henriettea succosa (Aubl.) DC. Mundururu-ferro C,S P 3 4.90 X
Melastomataceae | Miconia hypoleuca (Benth.) Triana Mundururu-pequeno P 1 511 X
Melastomataceae | Miconia mirabilis (Aubl.) L.O.Williams Mundururu-branco C,S,Pp |3 4.80 X
Moraceae Artocarpus heterophyllus Lam. Jaca S 3 14.39 X
Moraceae Helicostylis tomentosa (Poepp. & Endl.) Amora-vermelha 3.75 X

Rusby
Myrtaceae Eugenia cf. rostrata O. Berg Murta CS,P X
Myrtaceae Gomidesia langsdorffii O. Berg. Murta-cumbuca CS,P X
Myrtaceae Myrcia gigantea (O.Berg) Nied. Murta X
Myrtaceae Myrcia vittoriana Kiaersk. Murta X
Myrtaceae Psidium guajava L. Goiaba S,P 0.42 X
Sapotaceae Chrysophyllum splendens Spreng. Abil-da-mata, C,P X
lingua-de-vaca

Sapotaceae Pouteria grandiflora (A. DC.) Baehni Bapeba-de-nervura P 0.10 X
Sapotaceae Pradosia lactescens (Vell.) Radlk. Piaco, cacau-de-caboclo C,P X
Simaroubaceae Simarouba amara Aubl. Amarelinho, marupa S 2.50

Urticaceae Pourouma mollis Trécul Tararanga-vermelha 0.63

Urticaceae Pourouma velutina Mart. ex Mig. Tararanga-de-lixa C,S P 3 11.68

(a) Oliveira et al., 2009 (Categoria de importancia de menor para maior entre 1 e 3), (b) Coutinho, 2018, (c) Catenacci et al., 2016
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Anexo 2. Etograma de comportamentos

Classificacéo do Descricéo
comportamento
Alimentacdo Tempo forrageando ou comendo fruta

Tempo forrageando ou comendo flor

Tempo forrageando ou comendo animais (identificacdo
do tipo de substrato: madeira, folha seca, piacava, dendé,
emaranhado)

Numero de ingestbes (identificagdo do item alimentar
quando de origem vegetal)

Deslocamento

Tempo se locomovendo

Tempo parado

Tempo descansando

Interacdo social

Tempo de conflito intergrupal

Tempo brincando

Tempo de catacdo
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