UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE CIENCIAS BASICAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA
AGRICOLA E DO AMBIENTE

Tiela Trapp Grassotti

MICROBIOTA BACTERIANA FECAL E SUA ASSOCIACAO AO ECOSSISTEMA E
BIOLOGIA DA CONSERVACAO DE PRIMATAS DA ESPECIE Sapajus nigritus

Porto Alegre
2023






Tiela Trapp Grassotti

MICROBIOTA BACTERIANA FECAL E SUA ASSOCIACAO AO ECOSSISTEMA E
BIOLOGIA DA CONSERVACAO DE PRIMATAS DA ESPECIE Sapajus nigritus

Tese apresentada ao Programa de Poés-
Graduacao em Microbiologia Agricola e do
Ambiente do Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a
obtencdo do titulo de doutora em
Microbiologia Agricola e do Ambiente.

Orientadora: Profa. Dra. Ana Paula Guedes
Frazzon

Porto Alegre
2023



CIP - Catalogagao na Publicagao

Grassotti, Tiela Trapp

MICROBIOTA BACTERIANA FECAL E SUA ASSOCIACAO AO
ECOSSISTEMA E BIOLOGIA DA CONSERVACAO DE PRIMATAS DA
ESPECIE Sapajus nigritus / Tiela Trapp Grassotti. --
2023.

55 f.

Orientadora: Ana Paula Guedes Frazzon.

Tese (Doutorado) -- Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude,
Programa de Pdés-Graduacdo em Microbiologia Agricola e
do Ambiente, Porto Alegre, BR-RS, 2023.

1. Microbiota bacteriana. 2. Fezes. 3. Sapajus
nigritus. 4. Ecologia. I. Frazzon, Ana Paula Guedes,
orient. TII. Titulo.

Elaborada pelo Sistema de Geragédo Automatica de Ficha Catalografica da UFRGS com os
dados fornecidos pelo(a) autor(a).




“(...) Life is a waterfall

We're one in the river,

and one again after the fall.

Swimming through the void (...)

(...) We lose ourselves but we find it all (...)
When you lose small mind you free your life”

Aerials (SOAD)



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Margarete Trapp Grassotti e Jodo Helio Grassotti
por sempre me incentivarem a continuar a busca por meus sonhos, os quais me
ajudaram a trilhar meu caminho com humildade, sabedoria e respeito. Vocés sao os
verdadeiros doutores!

Ao meu marido Tiago Oschelski, por me apoiar nos piores e melhores
momentos do doutorado. Por estar sempre atento aos meus sentimentos e por ser tao
carinhoso comigo. Sem seu apoio, nada disso estaria sendo concluido.

Aos meus bichinhos amados Timothy, Odara e Spartacus pela alegria e
decontracdo dos momentos mais cansativos; e em especial ao Veludo que sempre
me acompanhou durante minhas eternas horas de estudo.

Amo voceés!

Agradeco minha amiga irma Leticia Fontoura Xavier Costa, por falar a
verdade por mais dura que seja. Por estar presente nos momentos mais dificeis e por
injetar doses diarias de animo e alegria na minha vida.

A amiga Priscila Jankoski, pelo apoio e carinho.

A Michele Bertoni Mann pela amizade sincera e ajuda pessoal e profissional
em todos 0S momentos necessarios.

A Caroline Kothe que embora de longe, sempre se preocupou em estar
presente. Pelos auxilios em bioinformatica e predicdo metabdlica. Obrigada por poder
contar contigo em qualquer momento.

A Andressa Ledo pelas muitas ajudas durante o desenvolvimentos das
pesquisas, pela amizade e carinho.

Ao Nathan Oschelski por me auxiliar nas complicadas instalacbes dos
programas computacionais de predicdo metabdlica.

A Aida Matsumura pelos conselhos, conversas descontraidas e confianca.
Sobretudo pelos ensinamentos de que se for confiar em alguém, confie em si mesmo.

A minha orientadora Dra Ana Paula Guedes Frazzon que me acolheu
desde o mestrado, pela confianga e aprendizados em microbiologia e vida.

Ao professor Dr. Jeverson Frazzon por sempre disponibilizar o laboratorio
com toda confianga, para desenvolvimento das pesquisas.

Agradeco a professora Andreza Francisco Martins e em especial ao Otavio
Vi



Lovison pelas inumeras ajudas em bioinformética, pela linguagem clara e
disponibilidade no esclarecimento das davidas. Sem vocés, essa tese ndo seria
completa. Muito obrigada!

Ao Reneu da Atlas Assesoria Linguistica que além de me auxiliar na
traducdo de artigos com muito profissionalismo, sugeriu varias consideracdes e
insights para meu trabalho.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), agradeco a concessdo da bolsa de doutorado e por permitir que fosse
possivel concretizar mais essa realizacéo profissional. Por fim, agradeco a UFRGS
por ter sido minha casa durante muitos anos e por ter me recebido cheia de

conhecimentos, experiéncias e desenvolvimento profissional e pessoal.

vii



MICROBIOTA BACTERIANA FECAL E SUA ASSOCIACAO AO ECOSSISTEMA E
BIOLOGIA DA CONSERVACAO DE PRIMATAS DA ESPECIE Sapajus nigritus?

Autor: Tiela Trapp Grassotti
Orientadora: Prof®. Dr*. Ana Paula Guedes Frazzon

RESUMO

O trato gastrointestinal de primatas abriga trilhdes de bactérias, podendo sua
composicao ser associada a diversos fatores como dieta, habitat e ecologia. Sapajus
nigritus por ser considerada uma espécie onivora, possui aptiddo em adaptar sua dieta
de acordo com a disponibilidade de alimento, o que faz com que entrem em contato
com uma ampla diversidade de micro-organismos. Desta forma, o estudo destes
animais € uma oportunidade para analisar a relagdo entre o comportamento,
adaptacao e a interferéncia das condi¢cdes ambientais na microbiota. Além disso, pela
proximidade de alguns desses animais com o ambiente urbano, é de extrema
importancia analisar a predicdo metabdlica, tentando-se estimar em até que ponto a
proximidade e as ac¢des dos humanos, bem como seus hébitos alimentares, podem
interferir na composicao bacteriana dos diferentes grupos de animais. Utilizando as
técnicas de sequenciamento de alto desempenho (lon Torrent e lllumina MiSeq), o
trabalho teve como objetivo caracterizar taxonomicamente a composicao e os perfis
metabdlicos gerais das comunidades bacterianas fecais de macacos-prego (S.
nigritus) em condi¢Bes selvagens e cativeiro. Foi desenvolvido o indice Classification
Modeling of Environmental Multivariable (CMEM) e comparado aos metabolismos
presentes nas amostras. O sequenciamento através da técnica lon Torrent deu origem
a um artigo ja publicado, cuja taxonomia das 10 amostras sequenciadas divergiu dos
demais estudos relacionados a microbiota intestinal de outras espécies de primatas
mundialmente. Esse resultado foi associado as caracteristicas préprias do bioma
brasileiro e/ou devido a acdo humana no meio ambiente. J& o segundo artigo ampliou
os horizontes previamente explorados pelo primeiro artigo ao trabalhar com 34
amostras de S. nigritus oriundos de seis condigbes ambientais diferentes (quatro
grupos selvagens e dois cativeiros). Através do sequenciamento pela plataforma
lllumina MiSeq foi possivel tracar um comparativo taxondémico, preditivo e ambiental.
Observamos que os locais estudados podem né&o ser considerado um exemplo de
biodiversidade preservada, e que reservas ou parques ecolégicos podem nao ser
sinbnimo de preservacao. Desta forma, além de sentinelas para deteccéo de algumas
doencas, os primatas podem ser considerados indicadores de qualidade ambiental.

1Tese de Doutorado em Microbiologia Agricola e do Ambiente — Instituto de Ciéncias Béasicas da Saude,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (49 p.) Fevereiro, 2023.
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FECAL BACTERIAL MICROBIOTA AND ASSOCIATION WITH THE
ECOSYSTEM AND CONSERVATION BIOLOGY OF PRIMATES OF THE SPECIES

Sapajus nigritus?

Author: Tiela Trapp Grassotti
Advisor: Prof°’. Dr*. Ana Paula Guedes Frazzon

ABSTRACT

The primates gastrointestinal harbors trillions of bacteria, and its composition can be
associated with several factors such as diet, habitat and ecology. Sapajus nigritus,
being considered an omnivorous species, has the ability to adapt its diet according to
the availability of food, which makes it come into contact with a wide variety of micro-
organisms. In this way, the study of these animals is an opportunity to analyze the
relationship between behavior, adaptation and the interference of environmental
conditions in the microbiota. In addition, due to the proximity of some of these animals
to the urban environment, it is extremely important to analyze the metabolic prediction,
trying to estimate the extent to which the proximity and actions of humans, as well as
their eating habits, can interfere with the bacterial composition of different groups of
animals. Using high throughput sequencing techniques (lon Torrent and Illlumina
MiSeq), the work aimed to taxonomically characterize the composition and general
metabolic profiles of fecal bacterial communities of capuchin monkeys (S. nigritus) in
wild and captive conditions. The Classification Modeling of Environmental Multivariable
(CMEM) index was developed and compared to the metabolisms present in the
samples. Sequencing using the lon Torrent technique gave rise to a previously
published article, whose taxonomy of the 10 sequenced samples differed from other
studies related to the intestinal microbiota of other species of primates worldwide. This
result was associated with the characteristics of the Brazilian biome and/or due to
human action in the environment. The second article broadened the horizons
previously explored by the first article by working with 34 samples of S. nigritus from
six different environmental conditions (four wild and two captive). Through lllumina
MiSeq platform, it was possible to draw a taxonomic, predictive and environmental
comparison. We observed that the studied sites may not be considered an example of
preserved biodiversity, and that ecological reserves or parks may not be synonymous
with preservation. In this way, in addition to sentinels for detecting some diseases,
primates can be considered indicators of environmental quality.

1Doctoral Dissertation in Agricultural and Environmental Microbiology — Instituto de Ciéncias Basicas da

Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (49 p.) February, 2023.
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1. INTRODUCAO

O Brasil possui umas das maiores biodiversidades mundiais, e um dos
biomas que caracterizam sua riqueza biologica é Mata Atlantica. Antigamente, a Mata
Atlantica era continua e interligada a floresta Amazonica, porém hoje devido a pressdes
e ameacas ambientais como desmatamento, tornou-se um mosaico de pequenos
fragmentos ambientais. Juntamente a supressao da vegetacdo, as mais de 5% das
espécies de vertebrados do mundo, e 298 espécies de mamiferos acabaram sofrendo
0s impactos (SOS Mata Atlantica, 2023). Neste cendrio, observamos que espécies
onivoras tendem a adaptarem-se melhor a essas condi¢des, como exemplo os primatas
da espécie Sapajus nigritus (macaco-prego).

Pela semelhanca aos seres humanos, 0s primatas nos despertam
sentimentos de compaixdo. Devido a sua adaptacdo a ambientes fragmentados,
proximidade com humanos e plasticidade alimentar, o S. nigritus esta alterando seu
comportamento devido a oferta errbnea de alimento, e sendo utilizado como atrativo
turistico. Essa proximidade com a vida selvagem pode trazer riscos tanto para 0s
animais como para os humanos, como exemplo da recente epidemia mundial de SARS-
CoV-2. Desta forma torna-se necessario o monitoramento da salde de animais que
enfrentam esses desafios. Uma das formas de analisar as condi¢cdes de saude animal
é através de estudos relacionados a microbiota intestinal.

O microbioma é o conjunto de bactérias que possuem participacdo na
homeostasia da saude do hospedeiro, e sao influenciados por diferentes fatores como
ambientais, alimentares, sociais, etc. Através de diferentes composicfes, podemos
estimar a capacidade de sobrevivéncia nas mais diversas estruturas ecoldgicas. Nos
atimos anos, com o advento de técnicas que permitem o estudo de uma ampla
diversidade de microrganismos, chamadas sequenciamento de alto rendimento, foi
possivel descobrir uma diversidade surpreendente em microbiomas animais,
especialmente no intestino de mamiferos. Ainda assim, h4 uma caréncia de estudos
sobre essa associacdo entre microbiota e biologia da conservacdo de espécies
brasileiras.

Nesta tese, trabalhamos com seis populacdes de macacos-prego em duas
situagcbes ambientais diferentes: selvagens e cativeiro. Cada uma apresenta

particularidades, principalmente em relacdo a alimentagdo, condicdo ambiental e

proximidade com o ser humano. O objetivo principal foi associar a microbiota bacteriana



intestinal desses animais, juntamente a predicdo metabdlica funcional e estudo da
qualidade ambiental onde vivem. Os resultados foram interessantes, porém lamentosos,
a ponto de estimar que os locais estudados podem néo ser considerado um exemplo de
biodiversidade preservada.

Esta tese esta dividida em dois principais estudos: o primeiro apresenta o
artigo publicado referente ao sequenciamento de alto rendimento da microbiota
intestinal de duas populacdes selvagens de S. nigritus empregando a plataforma do lon
torrent. O segundo estudo avancou na técnica utilizando o sequenciamento de alto
rendimento pela plataforma lllumina MiSeq, avaliando a microbiota intestinal de 34
amostras de S. nigritus selvagens e em cativeiro, habitando seis ambientes diferentes.
Este artigo ainda nédo foi submetido a revista, e conta com o enriquecimento de seu

conteudo apos a defesa da presente tese.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Caracterizar taxonomicamente a composicao e os perfis metabdlicos gerais das
comunidades bacterianas fecais de macacos-prego (S. nigritus) em diferentes

habitats, no estado do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Caracterizar taxonomicamente e metabolicamente as comunidades
bacterianas fecais de macacos-prego selvagens (S. nigritus) em dois fragmentos de
Mata Atlantica, no estado do Rio Grande do Sul.

2.2.2 Caracterizar taxonomicamente e metabolicamente as comunidades
bacterianas fecais de macacos-prego (S. nigritus) nos estados do Rio Grande do Sul
e Santa Catarina, em cinco situacdes ambientais diferentes, vivendo em cativeiro e
selvagens;

2.2.3 Desenvolver indice de Qualidade Ambiental por Anélise de Multicritérios
(IQAAM, do inglés Classification Modeling of Environmental Multivariable - CMEM)
aos fragmentos florestais habitados pelos macacos-prego selvagens (S. nigritus) nos
estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina;

2.2.4 Correlacionar o IQAAM apresentado por cada um dos fragmentos com as

comunidades bacterianas e metabolismos presentes em amostras fecais de



macacos-prego selvagens (S. nigritus).

3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Microbiota intestinal de primatas (ndo) humanos

O microbioma é uma interconexdo de redes de micro-organismos e seus
respectivos genes, 0s quais interagem para manter a homeostasia do hospedeiro em
equilibrio (Bjork et al., 2019). O microbioma é definido antes mesmo do nascimento humano
(Jiménez et al., 2013), sendo que a diversidade microbiana aumenta e converge para uma
microbiota semelhante a de um adulto entre os primeiros trés a cinco anos de vida
(Rodriguez et al., 2015). Considerado por alguns autores como um o6rgao virtual do corpo,
o0 microbioma contribui para o funcionamento do metabolismo fisiolégico basico do
hospedeiro, como auxiliar o funcionamento do metabolismo, proteger contra patégenos e
moldar o sistema imunolégico (Evanset al., 2013; Shreiner et al., 2015). O conjunto de
micro-organismos que compdem os diferentes microbiomas nos mais diversos animais tém
sido relatado. A composicdo e a diversidade do microbioma intestinal sdo moldadas por
muitos fatores, incluindo a histéria evolutiva do hospedeiro (Youngblut et al., 2019), estilo
de vida (Zhong et al., 2019), dieta (Barone et al., 2018) e interacdes sociais (Dill-McFarland
et al., 2019). A microbiota intestinal também tem sido associada a varias doencgas, como
obesidade (Andoh et al., 2016), diabetes mellitus tipo 2 (Forslund et al., 2015), doencas
cardiovasculares (Estruch et al., 2018), e disturbios comportamentais (Iglesias-Vazquez et
al., 2020).

E um tanto curiosa essa triade interacdo bactérias-intestino—satde, para ndo se
dizer questionavel. As bactérias produzem uma ampla variedade de metabdlitos e suas
interacdes com os receptores das células hospedeiras podem ativar ou inibir algumas vias
de sinalizacdo, sendo estas benéficas ou prejudiciais a saude. Esses metabdlitos podem
ser subprodutos do metabolismo bacteriano, como acidos graxos de cadeia curta e
macromoléculas complexas necessarias para a integridade bacteriana, como
peptidoglicano e lipopolissacarideos (de Vos et al., 2022). Desta forma, caracterizar e
monitorar 0 microbioma intestinal pode ser a chave para saude e conseqguentemente
preservacao de uma espécie.

De 2007 a 2016 foi realizado o Projeto Microbioma Humano promovido pelo

National Institutes of Health - Estados Unidos (Peterson et al., 2009). Este estudo avaliou



por meio do sequenciamento do gene 16S rRNA as comunidades microbianas em
diferentes ambientes da anatomia humana e a sua relagcdo com a saude do ser humano. A
partir deste projeto, diversos grupos de pesquisa comecaram a estudar o microbioma de
outras espécies de animais, incluindo os primatas (Mckenna et al., 2008).

Através de um levantamento bibliografico (publicacéo referente ao estudo desta
tese, em Grassotti et al., 2021), foi possivel observar que diversos grupos de pesquisa ja
vem trabalhando com questdes importantes sobre a relacdo primatologia-microbioma. Os
trabalhos incluem populacdes em cativeiro e selvagens (Hale et al., 2019; Asangba et al.,
2019; Sang et al., 2022; Malukiewicz et al., 2022), espécies de hospedeiros Unicos e
multiplos (Wills et al., 2022; Rudolph et al., 2022) e diferentes locais do corpo do hospedeiro
(Li et al., 2020; Asangba et al., 2022). Os estudos foram classificados em diferentes temas-
chave: (1) diversidade do microbioma de primatas usando metagenémica, (2) relacdo entre
0 microbioma e o desenvolvimento do primata, e (3) influéncias ambientais, sociais e
antropogénicas sobre o microbioma intestinal dos primatas. Além disso, foi dada atengéo
ao local de publicacéo dos trabalhos. Uma maior concentracéo de trabalhos foi observada
nos Estados Unidos e na China (ver Grassotti et al., 2021), enquanto na América do Sul ha
apenas dois trabalhos referentes a microbiota intestinal de primatas (Grassotti et al., 2021;
Malukiewicz et al., 2022).

Os primatas fornecem uma excelente fonte de informacdes comparativas sobre
espécies diversas e intimamente relacionadas, com potencial para fornecer informacfes
importantes sobre a evolucdo e a adaptacao. Através do estudo da microbiota intestinal de
primatas ndo humanos, é possivel explorar a histéria evolutiva do microbioma humano
(Moellet et al., 2014; Amato et al., 2019). Humanos e chimpanzés compartilham 98,77% de
nucleotideos e 99% de identidade de aminoacidos em seus genomas (Clayton et al., 2018).
E possivel inferir, desta forma, quais aspectos do microbioma humano sdo ancestrais e
compartilhados entre todos os primatas, associados a tracos biol6gicos ou ecoldgicos
especificos ao longo da filogenia dos primatas, ou derivados e exclusivos dos humanos
(Amato et al., 2019). Os estudos de primatas tém grande relevancia cientifica por serem um
possivel modelo com uma estreita relagdo evolutiva com os humanos. Assim, esses
mamiferos podem servir como espécie indicadora de patdogenos de importancia clinica para
humanos, como a epidemia de febre amarela no Brasil. Nao obstante, os primatas tém sido
considerados espécies chave nos estudos do intestino, pois possuem diversidade de
habitats, dieta, fisiologia e estruturas sociais representadas em uma unica ordem (Amato e

Stumpf, 2019). Por esse motivo, tem sido gerado um aumento em publicacdes relacionadas



a compreensado das interacfes micro-organismos-hospedeiro-intestino em primatas nao

humanos.

3.2 Sapajus nigritus

O género Sapajus é caracterizado por macacos capuchinhos robustos, que
possuem adornos ou tufos na cabeca, dentre outras caracteristicas craniais que os diferem
do género Cebus (Alfaro et al., 2012). Sao primatas de tamanho médio, com peso de 2,5 a
5 kg, com moderado dimorfismo sexual e bracos e pernas do mesmo tamanho. A cauda
semi preénsil desempenha papel fundamental no equilibrio do corpo durante o transporte
de cargas, além de auxiliar na locomocéo (Massaro et al., 2016). Estes animais vivem em
grupos de aproximadamente 10 a 30 individuos, com as fémeas sendo filopatricas e os
machos tendendo a migrar antes de atingir a maturidade sexual (lzar et al., 2012; Cardoso,
et al., 2021). Por serem onivoros, possuem aptiddo em adequar sua dieta de acordo com a
disponibilidade de alimento, o que facilita sua adaptacao (Fragaszy et al., 2004).

A ampla distribuicdo geografica de Sapajus reflete sua adaptabilidade ecoldgica.,
Existem oito espécies de Sapajus no Brasil: S. macrocephalus e S. apella na Amazénia; S.
libidinosus e S. cay nos habitats da Caatinga e Cerrado; e S. xanthosternos, S. robustus e
S. nigritus na Mata Atlantica (Alfaro et al., 2012; SBMz, 2022). Ainda, ocorrem na parte
norte das provincias argentinas de Ilguacu e Misiones (leste do rio Parand) (IUCN, 2022).
Habitantes exclusivos da Mata Atlantica, S. nigritus (homes comuns: capuchinho-de-chifre-
preto, capuchinho-preto, macaco-prego) possuem tendéncia populacional decrescente,
com base na ocorréncia e perda continua do habitat (IUCN, 2022).

Atualmente restam apenas 13% da Mata Atlantica original, com elevado grau de
fragmentacao em relacéo a cobertura vegetal original (Mapbiomas, 2020). A Mata Atlantica
esta presente na lista das 200 ecorregifes prioritarias para conservacao global (Olson e
Dinerstein, 2002), uma vez que cerca de 443 espécies de arvores ja foram registradas em
apenas um hectare de mata. Dentre 0os impactos que mais ameacam estas areas,
destacam-se o impacto ambiental causado pelos mais de 145 milhdes de brasileiros que
as habitam, bem como o consumo excessivo de recursos naturais, producao elevada de
lixo, poluicdo, industrializacdo, expansao urbana desordenada e exploracéo predatoria de
madeira e espécies vegetais (SOS Mata Atlantica, 2022). Dentre os multiplos fatores que
auxiliam na reducédo florestal, a construcdo de estradas e producdo de soja também

contribuem de forma subjacente a fragmentacdo (Fundacién Vida Silvestre Argentina,



WWEF, 2017; Mapbiomas, 2020). Desta forma, o ser humano esta cada vez mais préximo
dos animais selvagens e vice e versa, compartilhando até mesmo micro-organismos
(Goldberg et al., 2007), os quais podem interferir em seu comportamento social e alimentar.

Para compor a energia necessaria para o correto funcionamento do organismo,
seres vivos necessitam de alimentos ricos em determinados nutrientes. Carboidratos e
fibras sdo adquiridos em folhas, flores, frutos e sementes; proteinas podem ser adquiridos
de folhas, sementes e insetos; e minerais e vitaminas proveniente de plantas. A alimentacéo
de Sapajus € constituida em cerca de 55% de frutas, 33% de insetos, 8% de sementes, 8%
de folhas (principalmente jovens) e 2% de flores (National Research Council,
2003),podendo variar de acordo com a disponibilidade de alimentos. Existem informacdes
de que os Sapajus podem alimentar-se de pequenos vertebrados, tais como passaros
(Ferreira et al. 2002), ratos (Resende et al. 2003) e cobras (Falotico et al. 2017). Plantas
exodticas também fazem parte de sua alimentacdo, como por exemplo cana de acuUcar
(Saccharum officinarum), milho (Zea mays), banana (Musa spp.), frutas citricas (Citrus
spp.), uva do Japdo (Hovenia dulcis) e palmeira rabo de peixe (Caryota urens). Além de
espécies brasileiras, como mandioca (Manihot esculenta), palmito jucara (Euterpe edulis) e
cincho (Sorocea bonplandii) também fazem parte de sua dieta. Porém, os alimentos
antrépicos sao os mais prejudiciais a saude dos animais selvagens.

Os primatas ndo humanos sao considerados animais carismaticos. Como as
pessoas sdo haturalmente atraidas por essa caracteristica, desperta sentimentos de
preocupacao, a qual leva ao oferecimento de alimentos antropicos aos animais, podendo
comprometer a composi¢cao da microbiota e consequentemente saude (Albert et al., 2018).
A presenca humana afeta as atividades dos macacos-prego, desvinculando-os de seus
comportamentos naturais, expressando um maior consumo de alimentos antrdpicos
durante o periodo de grande presenca de pessoas. Durante periodo de visitacdo humana
menos frequente, flores, sementes, frutos e invertebrados receberam mais atengcéo dos
macacos-prego em um parque em Sao Paulo, Brasil (Oliveira et al., 2014). Back et al. (2019)
e Grassotti et al. (2018) relataram a manipulagéo de residuos humanos por Sapajus sp. ho
Parana e Rio Grande do Sul, que tiveram uma associacdo direta com a presenca de
bactérias multirresistentes isoladas de amostras fecais de animais selvagens. A oferta de
alimentos antropicos a vida selvagem é um fendmeno mundial com efeitos negativos
diversos na conservagéo, bem estar animal e seguranga publica.

Embora muitas vezes motivada por boas intengbes, a alimentacdo antrépica

ofertada vida selvagem pode levar a problemas de seguranca publica e conservacao,



prejudicando a saude dos animais. Outras vezes, podem ser utilizadas como atrativos
turisticos, como o parque Yaen Koen no Japdo, onde os visitantes podem andar livremente
entre os macaco (Knight 2010) e Morro dos Macacos em Santa Catarina (dados descritos
nesta tese). Animais selvagens alimentados por humanos podem tornar-se dependentes
de fontes alimentares carentes em nutrientes, habituar-se a pessoas e tornar-se mais
suscetiveis a predadores, cargas mais altas de parasitos e reducdo da saude geral,
reproducao e condicionamento fisico (Fitzpatrick et al., 2011; Dubois and Fraser, 2013). A
alimentacao antropica pode afetar individuos e popula¢des, uma vez que 0s animais podem
sofrer e expressar agressao baseada em alimentos e estresse social, gerando uma
preocupacao a nivel epidemiolégica, uma vez que primatas sao reservatérios de inimeras
zoonoses, incluindo a raiva (dos Santos et al., 2020). N&o obstante, ataques inter e intra-
espécies podem ocorrer, incluindo aos seres humanos. No entanto, devido a plasticidade
das espécies, o declinio populacional ndo deve ser considerado na mesma proporcao que
a perda e fragmentacdo do habitat, mas supde-se que deve se aproximar de 30% da
populacao (la Salles et al., 2018). Portanto, ao estudar a microbiota de animais selvagens,
nao devem ser considerados apenas os fatores alimentares, mas também a ecologia da

espécie, a qual pode ser caracterizada pela qualidade do habitat em que vive.

3.3 indice de Qualidade Ambiental por Anélise de Multicritérios: preservacido da

diversidade macro e microscépica

A Mata Atlantica abrange cerca de 13% (Mapbiomas, 2020) a 15% (SOS Mata
Atlantica, 2020) do territério brasileiro, concentra 80% do Produto Interno Bruto (PIB) e
fornece 4gua para mais de 60% da populacéo brasileira. Considerada hotspot mundial, a
Mata Atlantica abriga cerca de 20 mil espécies vegetais, 270 espécies de mamiferos, 200
de répteis, 370 de anfibios, 350 de peixes e 850 espécies de aves (Relatério SOSMA, 2020;
MMA, 2023). Subdividida em 15 ecorregides terrestres, a Mata Atlantica abrange as regides
do Alto Parana e Floresta Umida de Araucaria (WWF, 2023). As reservas do Sudeste, as
guais localizam-se nos estados do Parana e Sao Paulo, sdo consideradas como Patriménio
Mundial Natural pela UNESCO, em decorréncia do seu valor universal excepcional
(UNESCO, 2018).

Embora indispenséavel para a regulacdo do clima e do abastecimento de agua,
esse bioma vem sofrendo redugbes com o passar dos anos. Segundo o Ultimo relat6rio

anual do SOS Mata Atlantica, no periodo de 2020 a 2021, houve um aumento no



desmatamento maior que 50% em relacdo ao periodo anterior nos estados de Sao Paulo,
Rio de Janeiro, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul e Rio Grande do Sul (Fundacdo SOS
Mata Atlantica, INPE, 2021). Portanto, a fragmentacg&o de ecossistemas consequentemente
leva a fragmentacao das populacdes que nele vivem, podendo gerar efeitos importantes na
conservacgao das populacdes que habitam este ecossistema.

Um conhecimento ecolégico aprofundado sobre os fragmentos florestais torna-
se indispensavel, pois estes dados levam a uma melhor compreenséo da influéncia direta
do habitat na saude das espécies ali existentes. Todos os elementos em uma estrutura
espacial estdo inter e intrarrelacionados, formando um unico sistema complexo. N&o
obstante, j& foi demonstrado o efeito da qualidade e degradacao do habitat na diversidade
da microbiota intestinal de primatas das espécies Procolobus gordonorum (Barelli et al.,
2015) e Varecia variegata editorum na Africa (McManus et al., 2021) e Alouatta pigra no
México (Amato et al., 2013). Animais em habitats perturbados geralmente consomem
diferentes tipos de recursos alimentares. Devido a falta de diversidade alimentar natural, os
animais podem sofrer alteracbes na composicdo da microbiota intestinal e,
consequentemente, na saude. Compreender os fatores que contribuem para as respostas
diferenciais das espécies de primatas a perturbacdo do habitat é fundamental para a
conservacdo. Uma maneira de avaliar esses fatores é por meio de analises multivariadas
de habitats.

Por meio de analises multivariadas ambientais é possivel avaliar determinada
situacdo considerando varios fatores que, em geral, ndo possuem 0 mesmo grau de
influéncia. A andlise multicritérios se baseia em algebra de mapas, pois seleciona as
principais varidveis que representam uma realidade, de modo numeérico e as integra.
Trabalha com camadas de informacdes que ja receberam um julgamento prévio sobre seu
significado para o objetivo de investigacéo, representado como um valor numérico quanto
ao grau de pertinéncia que no caso, seria a microbiota fecal de S. nigritus (Rocha et al.,
2018). O primeiro passo para obtencao deste tipo de analise € a identificacdo dos grupos
e/ou fatores ambientais que possam condicionar a qualidade de vida desses animais, sendo
elas: (1) area, (2) qualidade do fragmento e (3) uso e ocupacado do solo (Tabela 1). Para
compor o indice de Qualidade Ambiental por Analise de Multicritérios (IQAAM), do inglés
Classification Modeling of Environmental Multivariable (CMEM) foram utilizados estes trés
grupos principais, pois S. nigritus estudados além de habitarem remanescentes florestais,
possuem um contato relevante com a populacdo que vivem no entorno dos fragmentos

florestais, bem como visitantes.



Tabela 1: Grupos e métricas analisadas

Grupo Métricas Unidade Objetivo
1. Area Area do fragmento  m? Area total avaliada
Perimetro m Borda do fragmento em metros
indice de forma Adimensional E igual a um (=1) quando o fragmento

possuir forma circular e aumenta com a
crescente irregularidade da forma do

fragmento
NuUmero de areas n NuUmero de areas nucleo presentes em
nucleo cada fragmento
indice total de area % Quantos % do fragmento esta na area
nucleo nacleo
Proximidade m Distancia entre a borda de um fragmento a

outro (50 m)

2. Qualidade NDVI Adimensional Estado de salde das plantas
do fragmento

3.Usoe Agricultura km? Presenca / auséncia

cobertura do

solo
Mancha urbana km?2 Presenca / auséncia
Massa d’agua km?2 Presenca / auséncia
Rodovia km? Presenca / auséncia
Vegetagdo arborea  km? Presenca / auséncia
Vegetacdo rasteira  km? Presenca / auséncia
Mineracdo km2 Presenca / auséncia

NDVI: Normalized Difference Vegetation Index

O parametro area total foi estabelecido com base nas possiveis rotas
alcancadas pelos macacos, abrangendo interior e exterior do fragmento. Para isso, foi
realizada uma revisdo de trabalhos em relacdo ao mapeamento de rotas do género
Sapajus. Pressoto et al., (2018) observaram 200 rotas diarias de S. libidinosus, os quais
navegaram em média 1445 m por dia, em um sistema de rede de rotas, abrangendo 25 km
de uma area residencial com 3,54 km?. Desta forma, as areas de cada fragmento foram
estabelecidas a contar o fragmento acrescido de 1,5 km de borda. Esta area foi delimitada,
e as demais andlises realizadas a partir desta selecéo.

O perimetro é caracterizado pela afericdo da borda do fragmento em metros e
possui relacdo a métrica indice de forma, onde analisa-se os efeitos de borda do fragmento
analisado, ou seja, se ele apresenta muitas ramificacées ou se é mais compacto. Nesta
meétrica, comparamos o fragmento com o formato de um circulo como padrao. Desta forma,
fragmentos com formas mais circulares possuem valores de forma perto de 1, enquanto

formas mais complexas, ou seja, que possuem bordas mais expostas a paisagem
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circundante, apresentam valores maiores que 1. A medida que a irregularidade da forma
cresce, o valor do indice aumenta, ou seja, um fragmento grande, mas de forma complexa,
podera ser constituido unicamente por habitat de borda, ndo havendo area nuclear. Assim,
nem sempre um fragmento grande € considerado bom o bastante para uma espécie devido
a sua qualidade de forma (Botequilha-Leitdo e Ribeiro, 2021).

Area nuclear ¢ caracterizada pela regido que néo é afetada por efeito de borda,
local ideal de habitag&o dos animais. Quanto mais proximo da forma circular, menor a borda
do fragmento, portanto menor sera sua suscetibilidade as perturbacfes externas (Etto et
al., 2013). Quanto maior a area nucleo, mais arredondada e concentrada € a forma do
fragmento, ao passo que quanto menor o circulo, mais alongada € a sua forma (Rocha et
al., 2016). Na métrica nUmero de areas nucleares aferiu-se a quantidade de areas com
essa caracteristica existem em cada fragmento e o quanto é sua representatividade em
relacéo ao fragmento (indice total de areas nucleares).

Na métrica proximidade, avalia-se a distancia a menos de 50 m do fragmento
mais proximo, a fim de estimar a presenca de ligagcbes funcionais entre fragmentos
(Rodrigues, 2013). Populagbes muito pequenas representam um risco a biodiversidade,
pois sdo mais vulneraveis a fatores que podem levar a sua extin¢édo local, como perda de
variabilidade genética, depressdo endogamica e flutuacdes numéricas ocasionadas por
predadores, doencas ou eventos estocasticos como incéndios e inundacbes. A
conectividade entre manchas, pode mitigar os efeitos destes fatores por meio da
recolonizacao e do fluxo génico entre manchas de habitat.

Outra variavel muito utilizada a fim de estimar o estado de saude da vegetacao
presente em cada fragmento é do inglés Normalized Difference Vegetation Index (NDVI)
(2), ou seja, é o indice de vegetacédo por diferenca normalizada. O NDVI é calculado como
a razao entre a refletancia top of atmosphere (TOA) de uma banda vermelha (pred) em
torno de 0,66 um e uma banda de infravermelho near-infrared band NIR (pnir) em torno de
0,86 um. O NDVI de uma area densamente vegetada tendera a valores positivos, enquanto
a agua e areas construidas serdo representadas por valores proximos de zero ou negativos
(Viana et al., 2019). Apés as andlises, aplica-se a equacdo segundo Braun and Herold,
(2004):

Pnir — Pred

NDV] = ————
Pnir + Pred
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O NDVI vem sendo amplamente utilizado para estudar o crescimento e
produtividade da vegetacdo em todo o mundo, especialmente a resposta dinamica da
vegetacdo as mudancas climaticas em termos de precipitacdo e temperatura (Kafer e Rex,
2020; Jiang et al., 2016; Lima et al., 2013). A quantidade de radiacéo solar refletida pela
vegetacao esta relacionada ao comprimento de onda, a clorofila, aos tecidos do interior das
folhas e ao teor de 4gua na vegetacdo. Desta forma, podemos predizer a atividade da
vegetacao verde, ou seja, estimar a saude da cobertura vegetal avaliada. Por meio das
analises de NDVI podemos inferir a reposta comportamental dos primatas frente a
disponibilidade de alimento, pois os valores de NDVI sao relacionados as medidas de
cobertura foliar e associados a disponibilidade de alimentos aos primatas estudados
(Willems et al., 2009).

O indicador uso e cobertura do solo (3) € estabelecido por meio de analise
previamente realizada das caracteristicas antropogénicas apresentadas em cada um dos
fragmentos. Com objetivo de indicar a distribuicdo espacial da tipologia da acdo antropica,
este indicador auxilia a identificar os padrdes de organizacéo do espaco estudado, ou seja,
de que forma o espaco esta sendo ocupado pelo ser humano (Leite e Rosa, 2012). Este
item é dividido em seis subitens:

Para primatas, a presenca de areas agricolas no entorno do fragmento vegetal
habitado torna-se importante, uma vez que ha relatos de S. nigritus atacarem lavouras e
plantacbes (International Union for Conservation of Nature - IUCN, 2017). Esta variavel
torna-se significativa devido aos agrotoxicos, pesticidas, inseticidas e fungicidas utilizados
na agricultura (Giambo et al., 2021). Estes podem ser dispersados para ambientes mais
proximos ou através do contato direto, podendo influenciar na saude dos animais.
Conhecido popularmente como “mata mato”, o glifosato € um herbicida comumente
utilizado em lavouras, influenciando na microbiota intestinal de abelhas (Motta et al., 2020)
e ratos (Dechartres et al.,, 2019) expostos ao componente. Esses resultados serao
associados a predicdo metabdlica dos taxons encontrados na microbiota intestinal dos
primatas estudados, através de abordagem computacional. Desta forma, estima-se que
podera haver uma associa¢cdo com a proximidade de lavouras aos fragmentos e presenca
de micro-organismos com metabolismos associados a degradagcédo de compostos quimicos
associados a pesticidas, como ja mostrado por Grassotti et al., (2018). O diferencial do
presente trabalho sera associar os niveis de uso de solo para agricultura com a presenca
destes compostos na microbiota intestinal de S. nigritus.

Mancha urbana séo considerados o0s centros urbanos e maior ocupagao nas
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areas estudadas, com cobertura predominantemente por edificacbes e sistema viario. O
parametro massa d’agua foi estabelecido por ser uma caracteristica presente em torno dos
fragmentos e por possuir influéncia na composigédo da microbiota intestinal. Fatores como
pH (Hansen et al., 2018), tipo (dgua mineral engarrafada comercial, gua natural, agua
purificada e agua da torneira) (Zhou et al., 2021) e contaminacéo (Nolorbe-Payahuaet al.,
2020) possuem profundo impacto na comunidade bacteriana intestinal de humanos, ratos
e peixes.

A presenca de rodovias nas proximidades de um fragmento além de induzirem
mudancas na cobertura vegetal, contribuem para atropelamentos de fauna. Caracterizada
como mecanismo de alto impacto ambiental, foi descrita quanto a sua distancia nos
fragmentos presentes (Rezzadori et al., 2016). H4 uma ligacdo entre a exposic¢ao a poluicdo
do ar e a microbiota intestinal, onde particulas ultrafinas podem atingir o intestino por
inalacdo e difusdo dos pulmfes para a circulacdo sistémica ou ingestdo de particulas
inaladas apds a depuragdo mucociliar das vias aéreas, reduzindo a diversidade bacteriana
intestinal (Fouladi et al., 2020). Estudos mostram que a poluicdo do ar relacionada ao
transito vem sendo correlacionada com taxons bacterianos intestinais e niveis de glicose
em humanos (Alderete et al., 2018).

Em geoprocessamento, a vegetacao rasteira pode estar associada a presenca
de pecuéria. Essa atividade causa impactos ambientais relacionados a degradagéo do solo
e consequente perda de biodiversidade.

Embora a mineracdo ndo seja considerada a principal causa de perda de
biodiversidade, ela impacta ou pode intensificar pressdes ja existentes em determinado
ambiente. Algumas das ameacas sdo a supressédo de vegetacdo, impedimento de sua
regeneracao, alteracdo dos ecossistemas, fragmentacdo de habitats, além das poluicdes
sonora, hidrica e atmosférica pela atividade em si e pela construcdo de vias de acesso e
de escoamento do produto da atividade ou geracdo de energia elétrica para seu
desenvolvimento (Mandai et al., 2021). Houve uma grande repercussao e preocupacao com
esse aspecto devido ao rompimento das barragens em Mariana e Brumadinho em Minas
Gerais. A grande proporcionalidade do desastre ambiental ocorrido faz com que a presenca
de mineracdo em um habitat seja considerada uma preocupac¢ao ambiental importante.

ApoGs definidas as meétricas a serem analisadas, cada um dos fragmentos
ambientais é submetido & um sistema de representacdo bidimensional conhecido como
raster ou sistema matricial, composto por um namero de pixels ou células. Desta forma, é

possivel que o software a ser utilizado (Fragstat) avalie a paisagem como arranjo de
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elementos que representam classes de cobertura e uso da terra, categorizados e
sobrepostos em uma grade ou matriz. As diversas informacdes, pré-estabelecidas na tabela
1, podem ser entdo inseridas no modelo como varidveis e cada uma delas representara
uma camada de informagéo. A utilizagdo de dados no formato raster possui algumas
vantagens, dentre elas a compatibilidade com imagens de satélite, sendo de facil execucéo

matemadtica a partir de algebra de mapas (de Oliveira et al., 2021).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Areas de estudo

As areas de estudo compreendem quatro fragmentos florestais do bioma Mata
Atlantica, dois localizados no estado do Rio Grande do Sul (RS) e dois no estado de Santa
Catarina (SC), Brasil (animais selvagens); e dois zooldgicos no RS (animais cativeiro).

O primeiro fragmento florestal esta localizado na cidade de Sdo Sebastido do
Cai - RS (SSC), (29- 35" 13" S; 510 22' 17" W). Essa area possui 2,24% de cobertura
vegetal, totalizando 249 hectares de mata (SOS Mata Atlantica, 2023). O fragmento florestal
de SSC esta inserido na area urbana da cidade, composto por remanescentes de
vegetacao tipica de Mata Atlantica, e areas de fruticultura, com crescente urbanizacdo em
seu entorno, principalmente condominios, hospital e estacdo municipal de tratamento de
agua. Neste fragmento vive um bando de S. nigritus composto por 20-30 individuos, onde
estes tém contato frequente com a populacdo. Um dos principais problemas deste
fragmento é o costume arraigado da populagédo local fornecer alimentos aos animais,
aumentando os riscos de lesdes fisicas e transmisséo de patdgenos. Além desta situacéo,
0 acesso dos animais ao hospital que fica localizado perto do fragmento, também é um
problema sério de saude publica, pois ja foi relatado contato desses animais com o lixo
deste local.

O segundo fragmento florestal esta localizado no Parque Municipal da Gruta dos
indios em Santa Cruz do Sul - RS (SCS) (29° 43 '03" S; 52° 25' 33' W). Essa area possuli
10,56% de cobertura vegetal, totalizando 7.75 hectares de floresta (SOS Mata Atlantica,
2023). O fragmento florestal SCS esta a menos de 2 km do centro de Santa Cruz do Sul e
possui cavernas, trilhas em meio a mata nativa, cachoeiras, aluguel de pedalinhos e
infraestrutura turistica completa com churrasqueiras, banheiros, playground, um
restaurante e uma lanchonete. Possui area de mineracdo e elevada mancha urbana nos
arredores do fragmento. Além disso, por localizarem-se proximos a areas urbanas, também
tém acesso a alimentacao nao intencional (por exemplo, através do lixo) ou intencional por
humanos (por exemplo, frutas, verduras e alimentos processados, como salgadinhos,
doces, frituras, entre outros) (Wenzel e Quadro, 2012; Grassotti et al., 2021). A populacdo
de macacos-prego que vivem neste local € composta por 30-40 individuos.

O terceiro fragmento florestal fica no Parque Ecolégico do Maracaja (PEM),
localizado na cidade de Maracaja, SC (28°52'46,9"S 49°28'00,1"W). Sustenta 260 hectares

de Mata Atlantica (SOS Mata Atlantica, 2023), onde habita uma populacdo de macacos-
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prego selvagens. Importante salientar a presenca de uma grande area agricola no entorno
do fragmento. Esses macacos sdo alimentados duas vezes ao dia, em horarios
determinados, consistindo de frutas da estacdo e milho pelos funcionarios do parque.
Relatos de atagues de macacos a visitantes ja foram relatados.

O quarto fragmento esté localizado no Morro dos Macacos (MMA), localizado na
cidade de Passo de Torres — SC (29°14'34.0"S 49°43'38.5"W). Consiste em uma area
privada onde moradores da regido se aproximaram e mantém contato direto com o0s
macacos que habitam o fragmento através da oferta de alimentos. Esta area foi fechada e
a entrada cobrada para visitantes. Os animais recebem frutas, ovos cozidos e interagem
com humanos e se alimentam com outros animais, como galinhas e cachorros. Essa area
compreende 6,36% de vegetacdo, totalizando 605 hectares de floresta (SOS Mata
Atlantica, 2023).

Os dois zooldgicos: Zooldgico de Sapucaia do Sul (ZSS) e Zoolégico Municipal
de Cachoeira do Sul (ZCS) localizam-se no estado do RS. O ZSS ocupa uma area total de
780 hectares, sendo 160 de area ocupada pelos animais e 620 pertencentes a area da
Reserva Florestal Padre Balduino Rambose. Os primatas da ZSS recebem alimentacao
prépria para primatas (Nuvilab Primatas, Quimtia, Parana, Brasil) suplementada com frutas.
O ZCS esta localizado dentro da cidade de Cachoeira do Sul e possui 12.591 m2 de area
verde. Os primatas do ZCS recebem racao canina, frutas, leguminosas e diversos vegetais.
Importante salientar que uma das amostras coletadas de macacos do ZCS habitam o
zoologico desde 1991 e 1998 (BCM 55), e a segunda amostra oriunda de um recinto extra,
onde habitam dois animais jovens, um de vida livre que estava machucado) e outro

apreendido de cativeiro ilegal (BCM 56).

4.2 Coletas

Foram coletadas 44 amostras fecais ou swabs retais dos macacos-prego
habitantes de diferentes areas de estudo. Dez delas foram utilizadas para compor o artigo
namero um do doutorado. As demais foram utilizadas no desenvolvimento do segundo
artigo a ser submetido (Tabela 2).

Os animais selvagens foram capturados e manejados por veterinarios do
Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA) utilizando
armadilhas Tomahawk, de acordo com o protocolo de coleta de amostras descrito pelo
Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade (ICMBio, 2012). Os animais

foram contidos e anestesiados para obtencdo das amostras. Doses intramusculares de
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cetamina (100 mg/mL) e xilazina (20 mg/mL) foram administradas por médicos veterinarios
de acordo com o peso e condi¢do de cada animal, onde a dosagem foi estabelecida pela
formula peso x dose/concentragdo anestésica. Parametros fisiologicos como temperatura
retal, frequéncia cardiaca e frequéncia respiratdria foram registrados e usados para aferir o
estado de saude dos animais. Todos os animais estavam clinicamente saudaveis e
classificados de acordo com sexo e faixa etaria (Fragaszy et al., 2004). Animais de cativeiro
nao foram contidos para amostragem. Desta forma, foram coletadas amostras fecais do
ambiente onde viviam.

A captura e manipulacdo dos macacos para coleta de amostras foram
autorizadas pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis
(IBAMA), Brasilia, Brasil e ICMBio. O protocolo foi aprovado pelo Sistema de Autorizacéo
de Informacédo em Biodiversidade (SISBIO) (niumero 56640). Este projeto esta registrado
no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e Associados (SISGEN) (numeros
A2CC618 e A720680).

Na Tabela 2 € possivel observar a totalidade das amostras trabalhadas durante
o doutorado. Na coluna “sequenciado por”’, estdo subdivididas as técnicas de
sequenciamento utilizadas, onde lon Torrent séo referentes ao artigo um e lllumina Miseq
ao artigo dois. Amostras coletadas da gaiola onde o macaco foi capturado individualmente
foram consideradas fezes. Pools foram considerados quando as fezes foram coletadas de
mais de um animal e swabs de animais individuais. As amostras foram imediatamente

colocadas em tubos Falcon e mantidas a 4-C até a extragao do DNA.
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D . Tipo Regido”™ Peso Sexo ldade Habitat Sequenciado
amostras por

BCM1 Feces SSC S|Fr* S|Fr* Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM2 Feces SSC SPr** SPr** S|rr* Selvagem lllumina Miseq
BCM3 Feces SSC Slrxx Slrxx Si¥**  Selvagem lllumina Miseq
BCM12 Swab SSC 2.075 Fémea Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM14 Swab SSC 1.560 Macho Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM7 Swab SSC 2.870 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM15 Swab SSC 2.200 Macho Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM23/24 Pool SCS 3.755/3.170 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM29 Pool SCS S S Si¥**  Selvagem Illumina Miseq
BCM23 Swab SCS 3.755 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM24 Swab SCS 3.170 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM25 Swab SCS 1.900 Macho Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM27 Swab SCS 2.000 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM28 Swab SCS 2.200 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM31 Swab PEM 3.650 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM33 Swab PEM 2.420 Macho Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM35 Swab PEM 2.920 Fémea Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM36 Swab PEM 4.120 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM38 Swab PEM 2.320 Fémea Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM41 Swab PEM 1.900 Fémea Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM42 Swab PEM 3.800 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM43 Swab MMA 2.360 Fémea Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM44 Swab MMA 4.305 Macho Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM46 Swab MMA 2.675 Macho Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM47 Swab MMA 1.785 Fémea Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM48 Swab MMA 1.800 Macho Jovem Selvagem lllumina Miseq
BCM50 Swab MMA 2.475 Fémea Adulto Selvagem lllumina Miseq
BCM18 Feces ZSS S|Fr* S|Fr* SI*¥**  Cativeiro  Illumina Miseq
BCM19 Feces ZSS SPr** SPr** Srx* Cativeiro lllumina Miseq
BCM20 Feces ZSS SPr** SPr** Srx* Cativeiro lllumina Miseq
BCM55 Pool ZCS S|F** Macho o Cativeiro lllumina Miseq
BCM56 Pool ZCS S|F** Macho Jovem Cativeiro lllumina Miseq
BCM16 Pool ZSS SPr** SPr** S|rx* Cativeiro lllumina Miseq
BCM30 Pool ZSS S|Fr* S|Fr* SI*¥**  Cativeiro Illumina Miseq
BCM 8 Swab SSC 2.620 Fémea Adulto Selvagem lon Torrent
BCM 9 Swab SSC 1.520 Fémea Jovem Selvagem lon Torrent
BCM 12 Swab SSC 2.075 Fémea Adulto Selvagem lon Torrent
BCM 14 Swab SSC 1.560 Macho Jovem Selvagem lon Torrent
BCM 15 Swab SSC 2.200 Macho Jovem Selvagem lon Torrent
BCM23 Swab SCS 3.755 Macho Adulto Selvagem lon Torrent
BCM 24 Swab SCS 3.170 Macho Adulto Selvagem lon Torrent
BCM 26 Swab SCS 2.270 Fémea Adulto Selvagem lon Torrent
BCM 27 Swab SCS 2.000 Macho Adulto Selvagem lon Torrent
BCM 28 Swab SCS 2.200 Macho Adulto  Selvagem lon Torrent

*BCM: Black capuchin monkeys; ** SSC: S&o Sebastido do Cai; SCS: Santa Cruz do Sul,
PEM: Parque Ecolégico Maracaja; MMA: Morro dos Macacos; ZSS: Zoo Sapucaia do Sul;
ZCS: Zoo Caxias do Sul. *** S|: sem informacéao
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4.3 Extracdo de DNA

O DNA total de amostras foi extraido usando kit de extracdo de DNA MoBio
PowerSoil (Thermo Fisher Scientific) (artigo um) e E.Z.N.A. Kit DNA (Omega Bio-tek) (artigo
dois), de acordo com as instru¢des do fabricante. A concentracao de DNA foi determinada
usando o Qubit, e sua qualidade foi verificada usando o NanoDrop ND-1000 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, EUA). O restante da metodologia est4 descrito em

cada um dos artigos, por utilizarem técnicas diferentes.
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mains known about the gut bacterial composition in wild Brazilian monkeys. Therefore, we studied the fecal
microbiota composition of wild black capuchin monkey (Sapajus nigritus) (n=10) populations from two different
Atlantic Forest biome fragments (five individuals per fragment) in south Brazil. The bacterial community was
identified via the high-throughput sequencing and partial amplification of the 16S rRNA gene (V4 region) using
an Ton Personal Genome Machine (PGM™) System. In contrast to other studies involving monkey microbiota,
which have generally reported the phyla Firmicutes and Bacteroidetes as predominant, black capuchin monkeys
showed a high relative abundance of Proteobacteria (y= 80.54%), followed by Firmicutes (y= 12.14%), Acti-
nobacteria (7= 4.60%), and Bacteriodetes (y= 1.31%). This observed particularity may have been influenced by
anthropogenic actions related to the wild habitat and/or diet specific to the Brazilian biome’s characteristics
and/or monkey foraging behavior. Comparisons of species richness (Chao1l) and diversity indices (Simpson and
InvSimpson) showed no significant differences between the two groups of monkeys. Interestingly, PICRUSt2
analysis revealed that metabolic pathways present in the bacterial communities were associated with xenobiotic
biodegradation and the biosynthesis of secondary metabolites, which may suggest positive effects on monkey
health and conservation in this anthropogenic habitat. Infectious disease-associated microorganisms were also
observed in the samples. The present study provides information about the bacterial population and metabolic
functions present in fecal microbiota, which may contribute to a better understanding of the ecology and biology
of black capuchin monkeys living in forest fragments within the Atlantic Forest biome in southern Brazil.
Additionally, the present study demonstrates that the fecal bacterial communities of wild black capuchin
monkeys in this area are divergent from those of other wild non-human primates.
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T.T. Grassotti et al.
Introduction

Primates play an important role in maintaining well-functioning
forest ecosystems since they serve as key ecological agents in the envi-
ronment. They play important roles in the livelihoods, cultures, and
religions of many societies, contribute to plant pollination and seed
dispersal, and also serve as indicator species since the health of their
populations reflects the general health of an ecosystem (Marshall and
Wich, 2016; Estrada et al., 2017). However, primate populations have
become threatened in recent years due to anthropogenic factors such as
habitat loss, hunting and trapping, logging and wood harvesting,
pollution, and climate change (Estrada et al., 2017).

Of the world’s 504 non-human primate species, two-thirds of them
occur in Brazil, Madagascar, Indonesia, and the Democratic Republic of
the Congo (Estrada et al., 2017). According to Quintela et al. (2020),
there are 129 primate species in Brazil, which belong to five families:
Callitrichidae, Pitheciidae, Cebidae, Atelidae, and Aotidae. The genera
Cebus (gracile capuchin monkeys, without head tufts) and Sapajus
(robust capuchin monkeys, with head tufts) are members of the sub-
family Cebinae and endemic to Brazilian biomes. Notably, they occur in
the driest (e.g., the Cerrados and Caatingas) and most humid (e.g., the
Amazon and Atlantic Forest) biomes (Martins-Junior et al., 2018).
Currently, eight species of Sapajus are recognized in Brazilian biomes:
Sapajus macrocephalus and Sapajus apaella (Amazon biome); Sapajus
libidinosus and Sapajus cay (Caatinga and Cerrado biomes); Sapajus
xanthosternos, Sapajus robustus, Sapajus nigritus cucullatus, Sapajus nigritus
nigritus, and Sapajus flavius (Atlantic Forest biome) (Martins-Junior
et al., 2018; Quintela et al., 2020).

Robust capuchins (Sapajus spp.) are considered the most intelligent
Neotropical primates due to their flexible social and feeding behaviors
(Ludwig et al., 2005; Rimoli et al., 2008; Izar et al., 2012; Lowry et al.,
2013; Aguiar et al. 2014; Faldtico et al., 2018; La Salles et al., 2018;
Back et al., 2019). They are medium-sized Neotropical primates (adults
measure 30-56 cm and weigh 3.9-2.5 kg) that have a life expectancy of
approximately 44 years in captivity and 25 years in nature (Cardoso,
et al., 2021). They live in groups of approximately 10 to 30 individuals,
with females tending to be philopatric and males tending to migrate
before reaching sexual maturity (Izar et al., 2012; Cardoso, et al., 2021).
The social structure of robust capuchins involves hierarchies of domi-
nance among males and females (Cardoso, et al., 2021). They are true
habitat generalists with an incredible dietary breadth compared to other
Neotropical primates (Aguiar et al., 2014; Cardoso, et al., 2021). Their
diet includes a wide variety of fruit and insects, which form the bulk of
their diets. Moreover, their robust jaw morphology and behavioral ad-
aptations for tool use and manipulative and extractive foraging allow for
the exploitation of encased and hidden foods unavailable to most other
non-human animals. The ability to obtain food using tools allows robust
capuchins to diversify their diet and helps them easily adapt to a diverse
range of environments (Aguiar et al., 2014). In fragmented patches of
the Atlantic Forest biome, robust capuchins adjust their foraging pat-
terns by exploring new feeding resources (i.e., artificial or exotic foods).
Simultaneously, they must cope with stressful situations such as hunt-
ing, dog predation, electrocution, exposure to anthropogenic pollutants,
intoxication, human conflict, and exposure to pathogens from humans
and domesticated animals (Aguiar et al., 2014; Estrada et al., 2017).
These interactions may have serious consequences for robust capuchins
since bringing them into contact with a wide diversity of microorgan-
isms might affect their health and conservation.

The resilience and persistence of some primate species to environ-
mental changes depend on their phenotypic plasticity and/or micro-
evolution, as well as the interactions with their gut microbiota (Barelli
et al., 2020). These interactions can affect host health and behavior,
appear to shape host fitness in a variety of contexts, and represent key
factors in existing models of human and primate ecology and evolution
(Clayton et al., 2018). Notably, the knowledge of primate microbiota has
been increasing in recent years (Firrman et al., 2019; Hale et al., 2019),
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while factors such as diet (Greene et al., 2019b; Orkin et al., 2019“"),
birth form (Rendina et al., 2019), habitat (Grieneisen et al., 2019),
contact with humans (Grant et al., 2019), phylogeny (Gogarten et al.,
2018; Amato et al., 2019), stress responses (Vickova et al., 2018), age
(Mitchell et al., 2018) and climate change (Sun et al., 2021) have been
shown to influence gut microbiota composition and diversity.

An increasing number of studies have been conducted to investigate
the gut microbiota in non-human primates, many of which were con-
ducted on captive animals from China and the United States (Koo et al.,
2019; Dettmer et al., 2019; Adriansjach et al., 2020; Wu et al., 2020; Ni
et al., 2021) (Supplementary Table 1). To date, few studies have
evaluated the gut microbiota in non-human primates from Central and
South America (Mallott and Amato, 2018; Mallott et al., 2018; Orkin
et al. 2019% Orkin et al. 2019b; Garber et al., 2019; Malukiewicz et al.,
2019; Compo et al., 2021; Janiak et al., 2021; Quiroga-Gonzalez et al.,
2021). For the subfamily Cebidae, only two studies have been conducted
on wild white-faced capuchins (Cebus capucinus imitator) from Costa
Rica (Orkin et al., 2019% Orkin et al., 2019"). However, no studies have
described the gut microbiota of robust capuchins (Sapajus spp.) and a
few have used culture-dependent methods (Grassotti et al., 2018;
Sobreira et al., 2019; Ehlers et al., 2020; Zaniolo et al., 2020).

After five centuries of human expansion, the Atlantic Forest of Brazil
faces a higher extinction rate than other Brazilian biomes. Most Atlantic
Forest landscapes are composed of small forest fragments surrounded by
open habitat matrices such as pastures and agricultural fields (Joly et al.,
2014). Habitat degradation and exploitation are the greatest threats to
biodiversity and pose serious problems for both wildlife and humans.
According to the IUCN (2015), the black capuchin monkey population is
relatively large (~10,000) present in seven Brazilian states (i.e., Minas
Gerais, Espirito Santo, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parand, Santa Catarina
and Rio Grande do Sul). However, since this population is experiencing
ongoing decline due to habitat fragmentation, urban sprawl, road and
energy network development, hunting, and hybridization, the black
capuchin monkey is listed as near threatened (IUCN, 2015). Although
Brazil is considered a hotspot for primate conservation, studies of the
wild black capuchin monkey microbiome are nonexistent. Thus, studies
that evaluate the gut microbiota in wild primates in the anthropogenic
environment are needed to further understand the imminent threats
faced by these animals.

The evaluation of gut microbial diversity and composition helps to
provide a greater understanding of the resilience of wild primates and
facilitates captive population management. In this context, the present
study aimed to characterize and predict the general metabolic profiles of
fecal bacterial communities of two populations of wild black capuchin
monkeys (S. nigritus) living in fragments of the Atlantic Forest biome in
Southern Brazil. The present study increases our understanding of the
fecal microbiota in wild non-primates and suggests that the resilience
and adaptation of wild black capuchin monkeys to habitat degradation
and fragmentation in the Atlantic Forest biome may be associated with
their bacterial community. Besides, our study compared the fecal bac-
terial communities of wild black capuchin monkeys with those
encountered in other non-human primates.

Materials and methods
Study area

The study area comprises two forest fragments of the Atlantic Forest
biome in Rio Grande do Sul, Brazil. Notably, these forest fragments share
the same phytophysiognomy (deciduous seasonal forest). This region
typically features ombrophilous forest biomes with both wet and dry
seasons. The climate of this region is subtropical and humid all year,
with an average temperature exceeding 22 °C during the hottest month.
Despite being hot and humid during most of the year, the climate pre-
serves a cold character, for an appreciable period. This imposes re-
strictions on the proliferation and development of a large number of
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typically tropical species. This type of forest has a high level of biodi-
versity and hosts one of the highest concentrations of endemic species in
South America. At present, only 7.5% of the original Atlantic Forest is
remaining, with a high degree of fragmentation in relation to the orig-
inal vegetation cover (Socioeconomic Atlas of Rio Grande do Sul, 2019;
Morellato and Haddad, 2000).

The first population of wild black capuchin monkeys lives in a forest
fragment located at Sao Sebastiao do Cai (SSC) city (29° 35’ 13" S; 51°
22/17" W) and is composed of 20-30 individuals. The second population
lives in a forest fragment located within the Parque Municipal da Gruta
dos fndios in Santa Cruz do Sul (SCS) city (29° 43°03" S; 52° 25’ 33’ W).
This population consists of 30-40 individuals (Supplementary file).

The wild black capuchin monkeys inhabiting these forest fragments
eat plants and insects. Additionally, since they live near urban areas,
they also have access to unintentional (e.g., through garbage) or
intentional feeding by humans (e.g., fruits, vegetables, and industrial-
ized foods such as snacks, sweets, fried foods, and more) (Wenzel and
Quadro, 2012).

Sample collection

Ten rectal swabs were collected from two groups of wild black
capuchin monkeys using a sterile swab introduced 3-5 cm into the
rectum and rotated 360° (Table 1). Swabs were immediately placed into
the Stuart transport medium (Kasvi, Parana, Brazil) and kept at 4°C until
DNA extraction.

The animals were captured using Tomahawk-type cage traps. Keta-
mine (100 mg/mL) and xylazine (20 mg/mL) were administered intra-
muscularly for wild animal immobilization (Miranda et al., 2011).
Rectal swabs were collected by trained veterinarians. Physiological pa-
rameters such as rectal temperature, heart rate, and respiratory rate
were recorded and used to indirectly measure the animals’ welfare
status. An ANOVA was used to assess the statistical difference between
the weights of the animals. All animals were clinically healthy and
classified according to gender and age group (Fragaszy et al., 2004).
After sample collection, the animals were returned to their habitats.

The animals were captured and manipulated using conventional
methods according to the protocol for sample collection described by the
Chico Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio, 2012).
The capture and manipulation of monkeys for sample collection were
authorized by the Brazilian Institute of Environment and Renewable

Table 1
Details of wild black capuchin monkeys (Sapajus nigritus) analyzed in this study.
Forest Sample Gender Age  Weight Appearance Collection
fragment (ID) (kg) overall date
SSC BCM 8 F A 2.620 Healthy* 23/08/
2016
BCM 9 F Y 1.520 Healthy 23/08/
2016
BCM 12 F A 2.075 Healthy 23/08/
2016
BCM 14 M Y 1.560 Healthy 23/08/
2016
BCM 15 M Y 2.200 Healthy 23/08/
2016
SCS BCM 23 M A 3.755 Healthy 23/05/
2017
BCM 24 M A 3.170 Healthy 23/05/
2017
BCM 26 F A 2.270 Healthy 23/05/
2017
BCM 27 M A 2.000 Healthy 23/05/
2017
BCM 28 M A 2.200 Healthy 23/05/
2017

SSC: Sao Sebastiao do Caf; SCS: Santa Cruz do Sul; BCM: black capuchin monkey;
M: male; F: female; A: adult; Y: young; *lactating.
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Natural Resources (IBAMA), Brasilia, Brazil, and the ICMBio. The pro-
tocol was approved by the Information Authorization System in Biodi-
versity (SISBIO) (number 56640). This project is registered in the
National System for the Management of Genetic Heritage and Associated
(SISGEN) (numbers A2CC618 and A720680).

DNA extraction

Total DNA from rectal swabs samples was extracted using MoBio’s
PowerSoil DNA extraction kit (ThermoFisher Scientific), according to
the manufacturer’s instructions. The DNA concentration was deter-
mined using the Qubit, and its quality was verified using the NanoDrop
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA).

PCR-amplification of bacterial 16S rRNA gene and sequencing

To characterize the bacterial community present into each fecal
sample, the fragments of V4 region of the 16S rRNA gene were amplified
using the primers 515F and 806R (Caporaso et al., 2011) and further
sequenced using a PGM™ Ion Torrent (Thermo Fisher Scientific, Wal-
tham, MA, USA). Multiple samples were PCR-amplified using barcoded
primers linked with the Ion adapter “A” sequence and Ion adapter “P1”
sequence to obtain a sequence of primer composed for A-barcode-806R
and P1-515F adapter and primers.

PCR assays were performed with the Platinum Tag DNA Polymerase
High Fidelity kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), in a volume of 25 uL
containing 1 x High Fidelity PCR buffer, 2U of Taq Polymerase, 2 mM
MgSOy4, 0.2 mM dNTP Mix, 25 pg of Ultrapure BSA (Invitrogen, Carls-
bad, CA, USA), 0.1 uM of each primer and approximately 50 ng of DNA
template and ultrapure water to complete one volume. The PCR con-
ditions were 94°C for 5 min, followed by 30 cycles of 94°C for 45 s, 56°C
for 45 s, and 68°C for 1 min, and a final extension of 68°C for 10 min.

Samples were sequenced at the Federal University of Pampa (UNI-
PAMPA, Sao Gabriel, RS, Brazil). After purifying PCR amplicons using
Agencount AMPure Beads (Beckman Coulter), library preparation with
the Ton OneTouch™ 2 System fitted with the Ion PGM™ OT2 400 Kit
Template (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) from an initial
amount of 100 ng of PCR product. Since all samples were sequenced in a
multiplexed PGM™ run, barcode sequences were used to identify each
sample from the total sequencing output. Sequencing was conducted
using a chip with Ion 316 chips, following the manufacturer’s in-
structions. Sequences have been submitted and published to the EMBL
database under accession number PRJEB35777. Despite the short read
lengths (~290 bp), this targeted gene region provides sufficient
resolution.

Bacterial community analysis

The raw data quality was evaluated with FastQC (Andrews, 2018)
and a summary report was constructed with MultiQC (Ewels et al.,
2016). Elimination of the adapters was done with Cutadapt v.2.3
(Martin, 2011), and the quality-filtered sequences were imported into
the FROGS (Find Rapidly OTUs with Galaxy Solution) pipeline (Escudié
et al.,, 2018) to obtain the Operational Taxonomic Units (OTUs). The
sequences were filtered by length (250-300 bp) and then pooled into
OTUs with SWARM (Mahé et al., 2015) with the distance parameter d =
3. Chimeras were removed with VSEARCH (Rognes et al., 2016) and
OTUs were retained with at least 190 reads in the whole dataset (cor-
responding to 0.1%). These steps resulted in the retention of OTUs,
which were affiliated with SILVA 132 SSU databases (Quast et al., 2013),
delimited at 97% identity (Edgar, 2018).

The bacterial diversity analyses were performed in R Studio v. 4.0.3
using the phyloseq package (v1.30.0) (McMurdie and Holmes, 2013).
The relative abundance of species present in the samples was plotted
with the plot_composition function. The taxon diversity study (richness
and evenness) within the samples was estimated with plot_richness and
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plotted with boxplot function using Chaol, Simpson and Inverse Simp-
son indexes. The numeric values were estimated with estimate_richness
and statistics were performed with ANOVA and linear model regression.
A heatmap with the OTU abundances at family levels was plotted using
the plot_heatmap function from the ggplot2 package v3.3.0 (Wickham
etal., 2010) and DESeq2 was applied to visualize differentially abundant
OTUs (Love et al., 2014). A hierarchical clustering based on Jaccard
distance was plotted with the ward. D2 method and permanova tests was
performed between the two regions. All codes are available as supple-
mentary material and can be found on the online version of this article.

Functional predictions from amplicon sequences

A predictive functional profile of the fecal bacterial community was
conducted using PICRUSt2 software (v2.3.0) (Douglas et al., 2020).
Briefly, the OTU sequences were executed using the script pic-
rust2_pipeline.py. This script run each of the 4 key steps: (1) sequence
placement, (2) hidden-state prediction of genomes, (3) metagenome
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prediction, (4) pathway-level predictions. The functions predicted were
categorized using the mappings table from the KEGG database (Kane-
hisa et al., 2017). DESeq2 method was used to determine the statistical
significance of the metabolic functions between SSC and SCS monkeys
(Love et al., 2014). The codes used are available at github (https://gi-
thub.com/Carolkothe/Brazilian_Monkey) and all associations that pro-
duced an adjusted p-value >0.05 (using Benjamini-Hochberg method)
were considered insignificant.

Results
Fecal bacterial composition of wild black capuchin monkeys

A total of 162,125 high-quality reads were obtained from the fecal
samples of wild black capuchin monkeys. The DNA sequences were
grouped into 84 OTUs, while seven phyla presenting relative abun-
dances greater than 0.1% were observed in the evaluated samples.
Among them, Proteobacteria exhibited the highest relative abundance

Phylum
Actinobacteria
Bacteroidetes
Firmicutes
Fusobacteria
Proteobacteria
Other

BCM9 ~
BCM12~
BCM14~
BCM15~

Fig. 1. Fecal bacterial composition of wild black capuchin monkeys (Sapajus nigritus). Taxonomic composition of the fecal microbiota found among 10 samples
separated into two different locations (Santa Cruz do Sul and Sao Sebastiao do Caf) fragments of Atlantic Forest biome in the Rio Grande do Sul State, Brazil was

compared based on the relative abundance (reads per sample).
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(7= 80.54%), in the fecal microbiota of wild black capuchin monkeys,
followed by Firmicutes (y= 12.14%), Actinobacteria (y= 4.60%), Bac-
teroidetes (y= 1.31%), and other phyla (y= 1.41%) (Fig. 1). The dis-
tribution of phyla in the fecal microbiota of wild black capuchin
monkeys was similar between the two groups (p>0.05 for all phyla)
despite their geographic distance of 121 km (Fig. 1). In both groups, no
significant differences with respect to the body weight were observed
(Supplementary Fig. 1.)

A total of 142 families were detected in fecal samples; however, only
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Hyphomicrobiaceae -
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45 (y= 34.10%) showed a relative abundance of >0.1%. In general, their
distribution in the fecal microbiota of all wild black capuchin monkeys
was very similar among the samples. The dominant families in the
evaluated samples were Enterobacteriaceae (y= 21.58%), Morganella-
ceae (y= 20.89%), Burkholderiaceae (y= 18.42%), and Streptococca-
ceae (y= 4.38%) (Supplementary Fig. 2). Fecal bacterial composition
results were complemented with heatmap analysis (Fig. 2).

Alpha diversity metrics (i.e., the Chaol, Simpson, and InvSimpson
indices) did not exhibit any identifiable changes (p>0.05) in bacterial

Séao Sebastido do Cai
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|
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Fig. 2. Heatmap showing fecal bacterial phyla and family relative abundances among wild black capuchin monkeys from two different locations (Santa Cruz do Sul
and Sao Sebastiao do Cai) from fragments of Atlantic Forest biome in the Rio Grande do Sul State, Brazil. Each column represents an individual monkey, with the
header colored according to the local sample. Color within the heatmap represents intensity of OTU relative abundances along a color scale gradient provided, where
larger values represent a higher relative abundance. BCM: black capuchin monkey. Strong red indicates high positive correlation and strong green is high negative

correlation.
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community structure grouping from the two populations of wild black
capuchin monkeys within the Atlantic Forest biome in southern Brazil
(Fig. 3A; Supplementary Table 3).

Principal coordinate analysis (PCoA) plots using a binary Jaccard
distance of fecal bacterial communities were used to generate the beta
diversity distance matrices and calculate the degree of differentiation
among samples. The mean distances between all groups were calculated
and no statistically significant differences were observed between the
quantitative and qualitative composition of the fecal microbiota ac-
cording to the groups (p>0.05) (Fig. 3B-C).

Fecal microbial functional profile prediction of wild black capuchin
monkeys

The metabolic functions provided by PICRUSt2 using the 16S rRNA
gene amplicon resulted in predicted proteins classified as KEGG ortho-
logs (KOs), with a total of 254 KOs across all hosts. Moreover, the results

Simpson
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of the statistical test nbinomTest (DESeq2) (Anders and Huber, 2010)
showed no difference in predicted function between monkeys from two
forest fragments (SSC and SCS) in the KEGG pathways based on their
fecal microbiomes.

Twenty pathways were observed into a two-level category for KEGG
pathways, including membrane transport, amino acid metabolism, car-
bohydrate metabolism, energy metabolism, replication and repair sys-
tems, cofactor and vitamin metabolism, nucleotide metabolism,
xenobiotic biodegradation metabolism, lipid metabolism, the meta-
bolism of other amino acids, polypeptide and terpenoid metabolism, the
biosynthesis of other secondary metabolites, and others (Supplemen-
tary Table 2). A network-wide analysis of co-occurrence dynamics be-
tween bacterial taxonomy (Fig. 4A) in the fecal samples of wild black
capuchin monkeys and predicted metabolic pathways demonstrated a
relationship between Proteobacteria, membrane transport, and poorly
characterized metabolites.

Forty-two pathways were identified into a three-level category for
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Fig. 3. Alpha- and beta-diversity analysis comparing monkeys fecal bacterial community. (A) Alpha-diversity analysis based on Chaol, Simpson and InvSimspon
diversity. (B) Beta-diversity based on MDS+Jaccard distance matrix. (C) Hierarchical clustering of the monkey FMB using Jaccard distance demonstrates that no
significant differences were observed among the samples. BCM: black capuchin monkey. Blue: Samples from Santa Cruz do Sul. Red: Samples from Sao Sebastiao

do Cai.
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Fig. 3. (continued).

KEGG pathways. We hypothesized that functional genes involved in
xenobiotic biodegradation, bacterial infectious diseases, the metabolism
of terpenoids and polyketides, and the biosynthesis of secondary me-
tabolites might be associated with anthropogenic habitats, host protec-
tion against infection, proximity to humans, and diet (Fig. 4B)
(Supplementary Table 2).

Discussion

Microbiomes are multilayered, interconnected networks of microbes
and their genes, which interact in time and space to produce a well-
functioning host (Bjork et al., 2019). The composition and diversity of
fecal microbiota are shaped by many factors, including the host’s
evolutionary history (Youngblut et al., 2019), lifestyle (Zhong et al.,
2019), diet (Barone et al., 2018), and social interactions (Dill-McFarland
et al., 2019).
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In the present work, no significant differences in the alpha-, beta-,
and functional diversity of microbial communities were showed be-
tween two distinct populations of wild black capuchin monkeys living in
forest fragments of the Atlantic Forest biome. This similar bacterial
community composition among individuals from the same groups might
be associated with the social behavior of black capuchin monkey pop-
ulations, such as autocoprophagy and allocoprophagy (Prates and Bic-
ca-Marques, 2005). Recently, our group evaluated the genetic similarity
of Enterococcus species isolated from the fecal and oral samples of wild
black capuchin monkeys from SCS using random amplified polymorphic
DNA (RAPD) markers. According to the RAPD analysis, the inter- or
intra-transmission of enterococci among monkeys was observed, sug-
gesting that autocoprophagy/allocoprophagy and affiliative behaviors
might have an important role in shaping and maintaining the entero-
cocci in wild monkeys (Grassotti et al., 2021) . Beta diversity also
showed no significant difference between the two populations. Although
these populations are separated by more than 100 km, their habits are
very similar. Notably, a study evaluating the fecal microbiomes of pri-
mates from Uganda revealed that microbiomes are strongly associated
with host species, and differences in geographic location did not alter
this pattern (Mccord et al., 2014).

Proteobacteria was the major phylum in the fecal microbiota of wild
black capuchin monkeys. Our results are consistent with those of other
studies describing a high abundance of Proteobacteria in the fecal
samples of wild and captive marmoset monkeys (Callithrix sp.) from
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Brazil (Malukiewicz et al., 2019) and wild black-and-white ruffed le-
murs (Varecia variegata) from southeastern Madagascar (Donohue et al.,
2019). However, our results differ from those of other surveys conducted
on wild and captive non-human primates (Fig. 5; Supplementary
Table 1) that showed a predominance of Firmicutes and/or Bacter-
oidetes in the gut/fecal microbiota (Artim et al., 2019; Asangba et al.,
2019; Bornbusch et al., 2019; Clayton et al., 2019; Dettmer et al., 2019;
Duan et al., 2019; Garber et al., 2019; Grant et al., 2019; Grieneisen
et al., 2019; Hale et al., 2019; Koo et al., 2019; Lee et al., 2019; Ortiz
et al., 2019; Rendina et al., 2019; Adriansjach et al., 2020; Chong et al.,
2020; Li et al., 2020; Wei et al., 2020; Wu et al., 2020).

Proteobacteria is the most diverse bacterial phylum and commonly
occurs in healthy mammalian gut microbiota (Shin et al., 2015; Moon
et al., 2018). The dominance of this phylum is a marker for an unstable
microbial community (dysbiosis) in humans and a potential diagnostic
criterion for disease (Shin et al., 2015; Rizzatti al., 2017). The domi-
nance of Proteobacteria in the fecal samples of wild black capuchin
monkeys may be associated with anthropogenic activities in the wild
habitat of this species, which may affect its diet and/or foraging
behavior. Regarding anthropogenic actions, human-monkey in-
teractions have been well documented across several primate species
(Back et al., 2019; Morrow et al., 2019). The wild populations of robust
capuchin monkeys evaluated in this study live in forest fragments
adjacent to urbanized areas and are in close contact with humans, who
often feed these animals human foods (e.g., fruit, bread, candy, snacks,
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and meat) (Wenzel and Quadro, 2012). This type of food, which is
mainly provided by human visitors, has low nutritional value and high
fat content (e.g., bread, candy, and snacks). As shown by Donohue et al.
(2019), Proteobacteria was dominant in the fecal microbiota of wild
black-and-white ruffed lemurs inhabiting a site accessible to tourists in
Ranomafana National Park in Madagascar. The authors suggested that
higher visitor presence and potentially increased stress contributed to
this group of black-and-white ruffed lemur showing distinct microbial
patterning when compared to other groups. Proteobacteria was also the
most abundant phylum in marmosets (Callithrix) with and without
hybrid status (Malukiewicz et al., 2019). The authors reported that
marmosets (which have an exudivorous diet) that received food
composed of protein, vegetables, fruits, and carbs had 76% more Pro-
teobacteria in their gut microbiota than those without hybrid status.
Notably, high fat intake can stimulate proteobacterial inscription in
humans (Méndez-Salazar et al., 2018).

Simultaneously, the diet and feeding behavior of the wild black
capuchin monkeys in this study may have also contributed to the pre-
dominance of Proteobacteria in the fecal samples. In the wild, robust
capuchins eat exotic and endemic plants, flowers, and fruits as well as
invertebrates and small vertebrates (Ferreira et al., 2002; Ludwig et al.,
2005; Rimoli et al., 2008; Izar et al., 2012; Falético et al., 2018). Lam-
bais et al. (2006) reported that Proteobacteria is predominant in the
phyllosphere of endemic tree species of the Brazilian Atlantic Forest,
such as the catuaba or catigua (Trichilia catigua), red catuaba (Trichilia
clausenii), and gabiroba (Campomanesia xanthocarpa). These trees pro-
duce edible fruits and provide an important resource for local fauna such
as wild black capuchin monkeys (Putzke et al., 2016). Van der Heide
et al. (2012) showed that T. catigua was recorded in the diets of owl
monkeys (Aotus azarai) in Chaco, Argentina. The ingestion of insects
might also contribute to high levels of Proteobacteria in the fecal sam-
ples of wild black capuchin monkeys since this phylum has been re-
ported as dominant in insect gut microbiota (Yun et al., 2014). Thus, the
predominance of Proteobacteria may be associated with the plants and
invertebrates that they collect and eat. Furthermore, robust capuchin
monkeys use stone tools to access a variety of foods, which allows this
species to diversify its diet and helps it easily adapt to a diverse range of
environments. Furthermore, soil on the stones used by capuchin mon-
keys might be a source of Proteobacteria for the fecal bacterial com-
munity since this phylum is predominant in soils of the Atlantic Forest
(Bruce et al., 2010).

The functional profiles of the microbiome data generated in this
study were examined using PICRUSt2. Although it has been widely used
in works related to the gut microbiomes of non-human primates (Clay-
ton et al., 2019; Duan et al., 2019; Garber et al., 2019; Rendina et al.,
2019; Chen et al., 2020a; Chong et al., 2020; Huan et al., 2020), these
results are only considered putative and suggestive. The inference of
putative microbial functional pathways from fecal microbiomes suggests
pathways with positive effects on the health and conservation of mon-
keys facing anthropogenic environmental degradation, dietary shifts,
and infections (e.g., the degradation of xenobiotics (pesticides),
biosynthesis of secondary metabolites, and plant metabolism of terpe-
noids and polyketides). Pathways potentially related to pesticide
degradation (e.g., atrazine, chloroalkane, chloroalkene, chlor-
ocyclohexane, naphthalene, ethylbenzene, fluorobenzoate, nitro-
toluene, polycyclic aromatic hydrocarbons, toluene, and xylene) were
observed in our study (Supplementary Table 2). According to Pignati
et al. (2017), Brazil’s Rio Grande do Sul state planted 8.5 million hect-
ares and consumed 134 million liters of pesticides. The forest fragments
evaluated in our study are adjacent to areas of tobacco, maize, and citrus
production. These crops require the application of pesticides, including
triazine and organophosphates (Faria et al., 2014; Mendes et al., 2019).
The use of pesticides in the agricultural production process has brought
a series of disorders and modifications to the environment due to the
contamination of human communities and/or its accumulation in biotic
segments and abiotic ecosystems. Notably, wildlife can be impacted by
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pesticides through their direct or indirect application (Berny, 2007). The
ability of the fecal microbiome to degrade xenobiotics such as herbicides
(e.g., atrazine) and pesticides (e.g., ethylbenzene) may have a beneficial
effect on wild capuchin monkeys’ resilience to the human-impacted
environment.

Another striking observation in the fecal community was the
biosynthesis of several predicted secondary metabolite biosynthetic
pathways involved in the production of ansamycins, butirosin,
neomycin, novobiocin, streptomycin, tetracycline, and vancomycin
(Supplementary Table 2). The occurrence of the Actinomycetaceae,
Streptomycetaceae, and Bacillaceae families in fecal microbiota could
be related to these results. Secondary metabolism in these communities
might be associated with the environmental resistome and thus host
infection protection. Ansamycin and tetracycline biosynthesis in the gut
communities of wild black capuchin monkeys might have corroborated
with the selection of rifampicin- and tetracycline-resistant enterococci
strains isolated from the rectal cavities of monkeys from these pop-
ulations in previous studies by our group (Grassotti et al., 2018). Finally,
the plant metabolism of terpenoids and polyketides pathways involved
in the degradation of geraniol, limonene, and pinene (Supplementary
Table 2) may be associated with the plants, flowers, and fruits eaten by
monkeys in the Atlantic Forest. However, little is known about the
biosynthesis of gut microorganisms in monkeys, which limits our un-
derstanding of the functionality of microbiomes. Therefore, further
studies are essential to discover their underlying functions and
mechanisms.

Furthermore, the communities of bacteria associated with infectious
disease transmission were also observed in KEGG pathways, which
suggests a negative effect on monkey health. Senghore et al. (2016)
inferred multiple anthropogenic transmissions of Staphylococcus aureus
from humans to green monkeys (Chlorocebus sabaeus) in Africa.
Recently, dos Santos et al. (2020) identified human/animal-related vi-
ruses such as Anelloviridae, Herpesviridae, Parvoviridae, Papillomaviridae,
Iridoviridae, Astroviridae, Poxviridae, Baculoviridae, and Genomoviridae in
oral samples from the same individual wild black capuchin monkeys
from SCS evaluated in this study. The study also revealed the presence of
sequences that share sequence identity with a human-related virus (i.e.,
Human Gammaherpesvirus 4) and a marmoset-related virus (i.e., Calli-
trichine herpesvirus). Additionally, Campos et al. (2020) also found the
presence of rabies virus-neutralizing antibody in one individual of wild
black capuchin monkey from SCS. The proximity between humans and
wild animals has been associated with zoonotic diseases such as HIV
(Peeters et al., 2002; Aghokeng et al., 2010) and the recent SARS-CoV-2
(Andersen et al., 2020). One health approach related to health as an
outcome of human-environment systems is known as “health in
social-ecological systems” (Zinsstag et al., 2012). Wildlife maintains
balance in ecosystems, which is essential to the health of both humans
and animals. Due to international concerns, it is essential to maintain
microbiological control over wild animals. Therefore, one way to predict
and prevent future zoonoses is through the study of the animal
microbiome.

One limitation of our study is the low number of animals sampled,
which is due to the difficulty of obtaining samples from wildlife.
Notably, capturing and handling wild animals requires specialized
equipment, the consideration of animal welfare concerns (regardless of
the reason for capture), and the efforts of experienced biologists and
wildlife technicians to plan and study suitable capture methods.
Considering these points, the number of animals captured in the present
study equivalent to 10% of the flock. However, because of the small
number of subjects, the results should be interpreted with caution.

Conclusion
Wild black capuchin monkeys are endemic to the Atlantic Forest

biome in Brazil and the Argentinean provinces of Iguazti and Missiones.
They are listed as near threatened mainly due to population reduction
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linked to habitat degradation and anthropogenic actions. This is the first
study comparing fecal microbiota composition across Brazilian wild
black capuchin monkeys living in the Atlantic Forest biome. We detected
striking differences in fecal microbiome richness, evenness, and bacte-
rial composition when compared to monkey microbiomes worldwide.
Overall, the phylum Proteobacteria and Firmicutes were the most
abundant in wild black capuchin monkeys. This similarity being
observed in both groups may be due to their feeding strategies, which
could be influenced by the Brazilian biome’s characteristics and/or
human actions in the natural environment. These factors could reduce
foraging by this species, which is reflected in their fecal bacterial
community.

Interestingly, metabolic prediction revealed pathways in the fecal
microbiome that are associated with xenobiotic biodegradation and
metabolism, terpenoid and polyketide metabolism, and the biosynthesis
of other secondary metabolites. This might suggest positive effects on
the health and conservation of monkeys facing anthropogenic distur-
bances in their environment. Notably, the presence of infectious diseases
associated with microorganisms is also an important factor. Therefore,
protective measures or training to reduce exposure to personal hazards
are important, especially when food is being supplied by people. These
results suggest the potential for hygiene measures to mitigate the
negative impacts of contact between humans and monkeys to optimize
the health of wild black capuchins. Ultimately, this work advances
current knowledge of the fecal microbiome of this species while
contributing to a better understanding of monkey health and informing
conservation measures. However, more research is required to fully
understand the fecal microbiome of this species and those of other non-
human primate species inhabiting the Atlantic Forest biome, such as
Leontopithecus spp., Alouatta spp., Callicebus spp. and other Sapajus
species. Therefore, the present study provides information about the
bacterial population and metabolic functions present in fecal micro-
biota, which contributes to a better understanding of the ecology and
biology of black capuchin monkeys living in forest fragments within the
Atlantic Forest biome in Brazil.
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6. DISCUSSAO GERAL

Embora ainda ndo considerados em extincdo, populacdes de S. nigritus
encontram-se em declinio (IUCN, 2017). Inclusive, essas populacfes que adaptaram-se as
acOes antropicas podem nao ser mais consideradas modelo de animais selvagens. Através
do estudo da microbiota fecal abordado na presente tese, podemos inferir que os animais
selvagens vem perdendo as caracteristicas naturais, adquirindo assinaturas de um
ambiente fragmentado. Esses fatos puderam ser observados durante o desenvolvimento
do artigo um, onde a microbiota intestinal dos primatas brasileiros foi divergentes de outros
primatas estudados por outros trabalhos mundialmente (Grassotti et al., 2021).

Outro fato que pudemos observar é a lacuna de trabalhos relacionados a
microbiota de primatas brasileiros (Grassotti et al., 2021; Malukiewicz et al., 2022). Em um
pais com tamanha biodiversidade, esse caréncia € inadmissivel. Ainda, poucos dos
trabalhos mundiais relacionados ao tema incluem dados comportamentais detalhados
juntamente a questdes ambientais. O efeito da qualidade e degradacdo do habitat na
diversidade da microbiota intestinal foi demonstrado por Amato et al. (2013) em macacos
bugios (Alouatta pigra) ameacados no México, em diversas espécies de primatas por
McCord et al. (2014) (Procolobus rufomitratus, Colobus guereza e Cercopithecus ascanius)
e em Microcebus griseorufus de Madagascar por Wasimuddin et al. (2022). Nao obstante,
até nosso entendimento, nenhum dos trabalhos publicados aborda problemas
comportamentais semelhantes aos S. nigritus do sul do Brasil. O trabalho mais semelhante
foi abordado por Gillman et al. (2022) em relacdo a Ursus americanos, uma espécie também
onivora que se alimentam de alimentos oferecidos por humanos.

Por esse motivo, achamos importante desenvolver uma abordagem mais
ambiental, e ndo somente caracterizar o microbioma do animal. Neste cenario,
descrevemos as caracteristicas de cada um dos fragmentos habitados pelos primatas
estudados e os resultados ndo foram encantadores. Dois dos fragmentos estudados séao
considerados parque ecologico (PEM) e reserva ecolégica (MMA). Porém ao avaliar as
regides, principalmente através da analise NDVI foi observado muitos pontos de baixa
gualidade vegetacional. Portanto, ndo basta se auto-intitular territorio protegido, mas pér
em pratica a protecdo. Essa responsabilidade é de todos, governamental, populacional e
educacional.

Outro fato preocupante ndo é o fato de MMA utilizar-se dos animais como

forma de atrativo turistico, mas permitir o contato direto dos animais com 0s visitantes
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através do oferecimento de alimento. O contato do ser humano com animais selvagens
podem trazer indmeros problemas de saude até a nivel epidemiologico. Mais
especificamente ja foi descrito que o género Sapajus € hospedeiro de micro-organismos
como virus da raiva e da hepatite tipo A (dos Santos et al., 2020; Svoboda et al., 2016),
Mycobacterium tuberculosis (Ehlers et al., 2020), Leishmania sp. (Lopes et al., 2022),
hemoplasma (Cubilla et al., 2017) e bactérias resistentes a antibiéticos (Grassotti et al.,
2018; Zaniolo et al., 2020). Ainda, situacdes semelhantes foram encontradas em SSC e
SCS, onde os primatas recebem alimento dos humanos, porém sem contato direto. Esse
comportamento também pode levar a ataques inter e intra-espécies, incluindo aos seres
humanos.

Através da analise de predicdo metabdlica foi possivel observar que os
animais localizados em Cachoeira do sul, Sao Sebastido do Cai e Santa Cruz do Sul (ZCS,
SSC e SCS) apresentaram bactérias com funcionalidade em degradacdo de dioxina,
enquanto Sapucaia do Sul, Passo de Torres e Maracaja (ZSS, MMA e PEM) degradacao
de tolueno. Sao caracteristicas de uma microbiota adaptavel, tanto a alimentacdo como ao
ambiente, e nos mostram os tipos de contaminacgdes presentes em cada uma das regides.
Além de sentinelas para deteccdo de algumas doencas, os primatas podem ser

considerados indicadores de qualidade ambiental.

7. CONCLUSAO

Através da presente tese foi possivel caracterizar taxonomicamente a
composicdo e os perfis metabdlicos gerais das comunidades bacterianas fecais de
macacos-prego (S. nigritus) em diferentes habitats, no estado do Rio Grande do Sul e Santa
Catarina, em condicdes cativeiro e selvagens. Ainda, foi desenvolvido o indice CMEM, onde
atribuiu-se um valor para cada umas das areas habitadas pelos S. nigritus selvagens, e
essas associadas a qualidade ambiental de cada fragmento florestal. Esses resultados
foram correlacionados as analises metabdlicas expressas nas amostras fecais, onde foi
possivel associar as caracteristicas ambientais de cada habitat. Desta forma, apontamos a
importancia que os fragmentos florestais possuem para preservacéo da espécie estudada
e sugerimos responsabilidades governamentais, populacionais e educacionais nha

preservagao dos ambientes.
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