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INTRODUGAO GERAL

O Brasil, com 8.547.403,5 km2 de area, € um dos paises que possui a maior
rigueza em termos de fauna do planeta, ocupando a primeira posicdo em numero
total de espécies (Mittermeier et al., 1992). Dentre os principais fatores de ameaca
para a fauna brasileira destaca-se, em primeiro lugar, a perda de habitat causada
especialmente pela expansao da fronteira agricola e das zonas urbanas, além do
impacto de grandes empreendimentos de infra-estrutura (hidrelétricas, por exemplo),
seguido imediatamente pela cacga para subsisténcia e comércio (Redford, 1992). A
caga é proibida no Brasil desde 1967 (Lei n° 5.197/1967). Apesar da proibi¢cao, a
caca desportiva e com finalidades comerciais ainda continua sendo amplamente
praticada em diversas regides do Pais, inclusive em reservas como Parques
Nacionais e Estaduais (Chiarello, 2000; Chiarello, 1999; Cullen Jr. et al., 2000).
Apesar do consenso de que a caca predatéria deve ser considerada como um
importante fator do diminuicado de numero e até extingdo de espécies na natureza
(Cullen Jr. et al., 2000), a literatura disponivel sobre a caca e seus efeitos no Brasil
ainda é incipiente.

A analise do DNA como uma poderosa ferramenta para a identificacdo
individual passou a ser amplamente utilizada a partir do descobrimento de regides
de DNA repetitivo no genoma humano que sao transmitidas segundo as premissas
mendelianas (Jeffreys et al., 1985). A publicagdo do trabalho de Jeffreys et al. (1985)
€ um marco histérico no que diz respeito a aplicagdo de tecnologias de biologia
molecular nas ciéncias forenses.

Atualmente, o Brasil ja possui estrutura laboratorial (ainda que restrita) em
analises forenses do DNA. A utilizacdo dessa estrutura e expertise técnica, porém,
nado vém sendo aplicadas na investigagdo de crimes contra a fauna pelo simples
motivo de n&o existirem protocolos simples e eficientes de identificacdo de espécies.
Por exemplo, a insuficiente fiscalizacdo da pratica da caca de muriquis é
determinante para o declinio dessa populacdo, sendo uma das mais ameacadas da
fauna brasileira, que vem sendo tradicionalmente utilizada como alimento por
populagcdes circunvizinhas a sua area de ocorréncia num prato conhecido como
‘rabada de mono” (Talebi e Soares, 2005). O desenvolvimento de marcadores

moleculares especificos para identificagdo de muriqui (Brachyteles arachnoides)



evitara o continuo declinio populacional observado nas ultimas décadas na area de

ocorréncia de B. arachnoides.

Diante do exposto, o objetivo central dessa proposta foi desenvolver um
protocolo de identificagcdo molecular, baseado em sequéncias de DNA mitocondrial,
para Muriqui (Brachyteles arachnoides) o maior primata das Américas € um dos
primatas mais ameacados de extingcido do mundo.

Os marcadores moleculares para identificagdo de material biolégico de
Muriqui irdo constituir uma ferramenta passivel de ser utilizada por o6rgaos
governamentais (policia técnica, IBAMA) ou por Ilaboratérios particulares
credenciados como prestadores de servico ao poder publico, vindo ao encontro das
expectativas governamentais de estimulo e fomento a geragdo de produtos de

inovagao tecnologica.
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RESUMO: O maior primata neotropical endémico da mata atlantica, o muriqui
(Brachyteles arachnoides), esta listado como uma das espécies mais ameacgadas de
extingdo do mundo devido a perda de habitat e a forte pressdo da caga. Apesar da
caca predatéria ser proibida, ela é fator de reducao populacional em diversas
espécies silvestres. Uma das principais dificuldades para reducao desta pratica é a
inexisténcia de ferramentas cientificamente comprovadas que possam ser utilizadas
para comprovacdo do ato da caca. Aqui nés descrevemos um metodo molecular
baseado em mutagdes de nucleotideos no gene mitocondrial 16S do muriqui capaz
de diferencia-lo de espécies domésticas comumente utilizadas como fontes de
alimento no Brasil. Foram recuperadas no GenBank uma sequéncia parcial do gene
mitocondrial 16S do muriqui, sequéncias de quatro espécies da mesma familia e
sequéncias completas dos animais domésticos em estudo (Bos indicus, Sus scrofa,
Capra hircus e Ovis aries). Tais sequéncias foram analisadas pelos pacotes
computacionais Sequencher 4.9 (Gene Codes) e BioEdit 6.0.7 para que fossem
eliminadas as sequéncias redundantes e detectados os polimorfismos. A partir de
andlises in silico das sequéncias, selecionamos um par de primers universais que
amplificam um fragmento de tamanho padao de aproximadamente 523pb para todas
as espécies estudadas. O amplicon contém o sitio de restricdo da enzima Banl para
o muriqui gerando fragmentos especificos, permitindo a identificagdo da espécie. A
metodologia aqui proposta constitui uma ferramenta que fornecera apoio a érgaos
de fiscalizagdo do comércio ilegal de carnes de animais silvestres, sendo também
util para estudos ecolégicos e para identificagdo dos habitos alimentares de
predadores.

Palavras-chave: Caca predatoria; espécies ameagadas; gene 16S; muriqui



Introdugao

O muriqui do sul (Brachyteles arachnoides, E. GEOFFROY 1806) € o maior
primata do novo mundo. Endémico no sudeste da floresta atlantica do Brasil,
distribuido nos estados do Parana, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (Melo e Dias 2005;
Fagundes et al. 2008) esta espécie encontra-se classificada na lista vermelha da
IUCN como ameacada (IUCN, 2008). As maiores causas da perda populacional da
espécie sao a destruicdo de florestas e a caga predatoéria (Aguirre 1971; Mittermeier
et al. 1987; Lane 1990; Mendes et al. 2005). A cagca de animais selvagens vem
sendo, a muitos anos, uma atividade desenvolvida em escalas regionais, nacionais e
internacionais, sendo uma atividade atraente aos criminosos por ser considerada
muito rentavel e menos vulneravel que a comecializacdo de drogas e armas, pois a
punicdo para este tipo de crime ndo costuma ser tdo rigorosa. A sensagao de
impunidade associada a alta demanda por produtos da fauna contribuem fortemente
para o aumento da super exploracao de populacdes, o que pode causar o declinio
acentuado de muitas espécies podendo levar a extingdes locais ou global (Eaton et
al. 2009; Alacs et al. 2009).

Ainda que existam leis e tratados que regem o comércio de animais
selvagens, como a Convengdo sobre o Comércio Internacional de Espécies
Ameacadas (CITES), tais leis deixam de ser eficientes para a coibicdo da caca
quando a identificagdo de amostras de produtos ilegais, tais como peles e carne
processada, torna-se dificil através de técnicas morfoldgicas. Dessa forma, a
aplicagcao de métodos precisos e eficientes para a identificacao exata de partes dos
animais selvagens e no controle do trafico de espécies deve existir, aumentando o
controle sobre o crescente comércio ilegal de fauna (Enton et al. 2009; Malisa et al.
20086).

A tecnologia molecular fornece uma alternativa para resolver este problema,
por meio da analise de sequéncais de DNA depositadas em bancos de dados e
utilizando determinadas regides génicas, € possivel identificar material biolégico de
qualquer espécie animal (Eaton et al. 2009; Malisa et al. 2006; Ratnasingham e
Hebert 2007; Ross et al. 2003). Os métodos mais comumente ultilizados para
identificar amostras biolégicas desconhecidas sdo baseadas nas sequéncias de
genes do DNA mitocondrial, tais como citocromo b, citocromo oxidase I, 12S rRNA,
16S rRna e a regido D-loop (Balitzki-Korte et al. 2005; Dalebout et al.2004; Hsieh et



al. 2001; Prakash et al. 2000; Ronn et al. 2009). Marcadores moleculares baseados
em polimorfismos de um unico nucleotideo (SNPs) sdo confiaveis, sensiveis e de
baixo custo metodoldgico, sendo uteis em aplicacbes de taxonomia molecular para a
genética forense (Gonzalez et al. 2008; Morin et al. 2004). Hebert et al. (2003)
descrevem um sistema global para identificacdo de espécies baseada em
sequéncias do gene mitocondrial Citocromo Oxidase | (COIl) e propuseram que a
identificacdo de amostras bioldgicas desconhecidas pode ser possivel a partir da
comparacdo de sequéncias nucleotidicas obtidas das amostras com outras
previamente depositadas em bancos de dados. Esse sistema foi denominado DNA
“barcodes”.

O presente estudo teve como objetivo desenvolver uma ferramenta molecular
para identificacdo de material biolégico do Muriqui (Brachyteles arachnoides). O
desenvolvimento destas ferramentas podera dar suporte a orgéos de fiscalizagdo da
caca predatéria, uma vez que tornou possivel a deparacio inequivoca de material

biolégico da espécie ameacada daqueles de espécies cujo consumo € permitido.

Matérias e Métodos

Amplificagado por PCR e Sequenciamento de nucleotideos

O DNA foi isolado de seis amostras de sangue de B. arachnoides e de dez
amostras de musculo das espécies domésticas (Bos indicus, Capra hircus, Sus
scrofa e Ovis aries), seguindo o protocolo do fabricante do kit de extracdo de DNA
Qiagen DNeasy Blood & Tissue kit (Qiagen Inc.). As seis amostras de muriqui foram
obtidas através de parceria com o Parque Zooldgico Municipal Quinzinho de
Barros/Zooldgico de Sorocaba (SP — Brasil). As amostras de animais domésticos
foram provenientes do Mercado Publico (Olinda — PE) e do Departamento de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco (Brasil — PE).
As amostras de DNA foram quantificadas em gel de agarose 1% e coradas com Gel
Red (Biotium, Hayward, CA, USA). Para a amplificagdo do fragmento do gene 16S
do mtDNA, o DNA total foi submetido a reagdo em cadeia da polimerase (PCR)
usando um par de primers universais 16Sar-L (5'-CGCCTGTTTTCAAAAACAT-3") e
16Sbr-H (5'-CCGTCTGAACTCAGATCACGT-3") (Palumbi et al. 1991). A reacéao de



amplificagéo foi padronizada com 3,0 mM de MgCI2, 1 mM de cada dNTP, 1 mM de
cada primer, 20 ng de DNA e 0.5U de Tag DNA Polimerase (LGC). O perfil de
amplificacdo comega com uma desnaturacgao inicial a 95°C por 60s seguido por 27
ciclos (93°C por 45s, 60°C por 60s e 72°C por 90s), e uma extensao final de 72°C
por 10min.

Os produtos de PCR obtidos a partir de amostras de B. arachnoides foram
purificados com o auxilio do QlAquick PCR Purifications Kit, seguindo instrugbes do
fabricante. Os produtos purificados foram submetidos ao sequenciamento
automatico de DNA ABI 3100, com utilizagdo do BigDye Terminator Kit (Applied
Biosystems) na empresa MAGROGEN a fim de comprovar as variagdes polimérficas
e o sitio da enzima de restricdo Banl nas sequéncias de muriqui (B. arachnoides).

Banco de Dados

Inicialmente foi construido um banco de dados de sequéncias de DNA a partir
de bancos publicos de sequéncias. Uma sequéncia parcial do gene mitocondrial 16S
de Brachyteles arachnoides, uma sequéncia de cada espécie da mesma familia
(Ateles belzebuth, Ateles geoffroyi, Ateles sp e Lagothrix lagotricha) juntamente com
sequéncias completas de quatro espécies domésticas (Bos indicus, Capra hircus,
Sus scrofa e Ovis aries), foram obtidas no banco publico de sequéncias GenBank,
hospedada no portal eletrénico do National Center of Biotechnology Information

(NCBI) dos Estados Unidos (http://www.ncbi.nim.nih.gov/). Estas sequéncias foram

recuperadas em formato FASTA e armazenadas em arquivos texto (ixt). As
sequéncias de animais domésticos foram utilizadas como referéncias nas analises.
A identificagdo do posicionamento da sequéncia parcial de B. arachnoides,
em relacdo as sequéncias de espécies da mesma familia e das espécies
domeésticas, foi realizada por meio do pacote computacional Sequencher 4.9 (Gene
Codes). As sequéncias de cada uma das espécies foram alinhadas utilizando-se
Clustal W (BioEdit 6.0.7) (Hall 1999). Por meio desses alinhamentos foram retiradas
as sequéncias redundantes, diminuindo assim o volume de dados a ser analisado.
Polimorfismos de um unico nucleotideo e sitios de enzimas de restricio em cada

uma das espécies foram identificados com o programa CLEAVER (Jarman 2006).



Reacao de Restrigao

Os fragmentos amplificados foram submetidos a reagéao de digestdo com 2U
de Banl seguindo o protocolo do fabricante. A identificagdo das espécies foi
realizada por meio da analise do perfil dos fragmentos gerados em eletroforese em

gel de agarose 2% corado com Gel Red.

Resultados

O banco de dados foi constituido por uma sequéncia parcial de B.
arachnoides (DQ078115.1) de 523pb, por sequéncias de quatro espécies da mesma
familia (FJ785422.1, AB116026.1, U39011.1, U39005.1) juntamente com 28
sequéncias completas dos animais domésticos, onde apenas quatorze foram
polimoérficas (AF492351.1, AF492350.1, NC_001941.1, NC_005044.1, GU229281.1,
GU229280.1, GU229279.1, AF034253.1, AY334492.2, DQ334861.1, DQ274110.1,
DQ207753.1, AY574047.1, AY574048.1). Sequéncias completas de cada espécie
doméstica foram cortadas com a finalidade de se obter fragmentos homadlogos todos
de mesmo tamanho (523pb). Com a formacao da sequéncia consenso, foi possivel
detectar quais eram e onde estavam as bases conservadas, assim como os sitios de
polimorfismos.

A reacao de PCR utilizando um par de primers universais gerou fragmentos
de aproximadamente 523pb para todas as espécies domésticas. Em B. arachnoides,
o fragmento de 523pb apresenta uma transigdo T/C na posigdo 60, o que cria um
sitio de restricdo para da enzima Banl. A digestdo com a enzima fornece um padrao
eletroforético de duas bandas. Na posigéo 60, (Fig. 2) o sitio de restricao diferencia a
espécie em questdo das espécies domésticas comumente utilizadas como fonte de
alimento, na posigao 268 é possivel difenciar a espécie B. arachnoides de espécies
da mesma familia pela substituicado de (T/C) (Fig. 3). Os produtos digeridos
produziram fragmentos de 55+204+264pb em gel de agarose 2% em todas as

amostras de B. arachnoides (Fig. 1).



Figura 1. Gel de eletroforese usando DNA ladder 100pb, perfil do gene 16S PCR /

RFLP para quatro espécies domésticas (L1-L4) e para Brachyteles arachnoides (L5-

L10). L1- L4 sao respectivamente Bos indicus, Capra hircus, Sus scrofa e Ovis aries,
respectivamente (~523 bp); L5-L10 = B. arachnoides digerido com a enzima Banl
(565+264+204 bp).

O alinhamento realizado entre as trés sequéncias de B. arachnoides obtidas
pelo sequenciamento (mu03, mu04, mu06) com as sequéncias do banco de dados

comprovam a existéncia de mutagdes criando o sitio de restricdo para a enzima Banl
(Fig. 2 e 3).
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Figura 2. Alinhamento multiplo entre a sequéncia polimérfica de Brachyteles
arachnoides (523pb), apresentando o sitio da enzima de restricdo Banl na posi¢cao

60, diferenciando B. arachnoides de animais domésticos.
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Figura 3. Alinhamento multiplo entre a sequéncia polimorfica de Brachyteles
arachnoides (523pb), apresentando o sitio da enzima de restrigdo Banl na posigao

268, diferenciando B. arachnoides de espécies da mesma familia.

Discussao

Este estudo é resultado de analises de fragmentos do DNA mitocondrial onde
descrevemos um protocolo simples e confiavel para a identificagdo de materiais
bioldégicos de muriqui (B. arachnoides) e sua diferenciacao de amostras de quatro
animais domésticos comumente usados como fonte de alimento no Brasil (Bos
indicus, Capra hircus, Sus scrofa, e Ovis aries).

A identificacdo de amostras biolégicas de muriqui (B. arachnoides) é
necessaria para sua conservacgao, pois esta espécie € uma das mais ameacgadas da
fauna brasileira e a carne deste animal vem sendo tradicionalmente utilizada como
alimento por populagdes circunvizinhas a sua area de ocorréncia num prato
conhecido como “rabada de mono”.

A utilizagcdo do DNA mitocondrial (DNAmt) ao longo das ultimas trés décadas
como o marcador genético mais popular para a identificacédo de espécies € muitas
vezes favorecido, por ser faciimente usado em amostras altamente processadas e
com DNA degradado. Isso acontece porque as mitocdndrias estdo presentes em
multiplas cépias por célula em relagao a uma cépia do DNA nuclear (nDNA) de cada
pai (Galtier et al. 2009; Randi 2000). Existem outros fatores biolégicos que devem

torna-lo um marcador molecular, tais como heran¢ga materna, alta taxa de mutacéo



de alguns genes e a auséncia de recombinagao (Rubinoff 2006). Essa atribuicao
molecular pode ainda alcangar a origem geografica de produtos biolégicos
comumente comercializados, uma tarefa quase impossivel utilizando apenas
caracteristicas morfoldgicas (Alacs et al. 2009).

A regido 16S do DNA mitocondrial contém variagdes nucleotidicas que
favorecem sua utilizagdo em ensaios de digestao de produtos de PCR com enzimas
de restricdo (PCR/RFLP), muitas vezes com uso de primers universais.

A selecao de enzimas de restrigdo especificas para analise de PCR/RFLP
pode assegurar a discriminagao entre as espécies e assim diferenciar carne obtidas

a partir de animais selvagens versus animais dométicos (Bravi et al. 2004).

Conclusao

O presente estudo demonstrou a existéncia de SNPs no gene 16S do mtDNA
que podem ser utilizados para a identificagdo de amostras bioldgicas de muriqui por
meio de PCR/RFLP. Assim, foi possivel desenvolver um protocolo de identificagédo
molecular dessa espécie capaz, inclusive, de diferencia-la das espécies domésticas
habitualmente utilizadas como alimento no Brasil. Esta ferramenta molecular é
passivel de ser utilizada por 6rgaos governamentais para a fiscalizagdo do comércio
ilegal de carnes de animais silvestres, sendo util para estudos ecoldgicos e para a
identificacdo do habito alimentar de alegados predadores do muriqui.
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ANEXO

(Normas da Revista International Journal of Primatology)

Submissdo do manuscrito

A submissdo de um manuscrito implica que: O trabalho descrito ndo foi
publicado anteriormente; que ndo esta sob consideragdo para publicacdo em
qualquer outro lugar, que sua publicagdo foi aprovada por todos co-autores, se
houver, bem como pelas autoridades responsaveis -tacitas ou explicitamente- no

instituto onde o trabalho foi realizado.

Permissoes

Autores que desejem incluir figuras, tabelas ou trechos de textos que tenham
foram publicados em outros locais, deverao obter permissao do proprietario dos
direitos autorais para impressao e também no formato online, e incluir provas de que
tal autorizagdo tenha sido concedida ao apresentar seus trabalhos. Toda material

recebido sem essa prova vai ser caracterizado como originaria dos autores.

Submissao online

Os autores devem submeter seus manuscritos online. A submissao online
reduz substancialmente o tempo editorial e reduz o tempo para a publicagdo em
geral. Por favor siga o link “envie online” a direita e faca o upload de todos os seus

arquivos de seu manuscrito, seguindo as informagdes dadas na tela.

Tamanho do manuscrito

Um artigo de pesquisa nédo deve exceder o tamanho de 35 paginas no total,
incluindo paginas de titulo, resumo, texto, agradecimentos, referéncias, tabelas,
legendas de figuras e numeros. Um artigo de revisdo ndo pode exceder 45 paginas
no total. Para artigos maiores, por favor contacte o editor chefe antes da submisséo.
Carta de apresentacao
Todos os manuscritos devem ser acompanhados de uma carta formal que

confirmam expressamente o seguinte:



. O trabalho descrito n&o foi publicado anteriormente (exceto na forma de um
resumo ou como parte de uma palestra publicada ou tese académica) e que nao
esta sob consideracao para publicacao por outra.

. Que todos os autores reconhecem a sua participagcdo na condugdo da
investigacdo conducente ao manuscrito, que todos concordam com a sua
apresentacdo a ser considerado para a publicacdo pelo Jornal Internacional de
Primatologia, e que todos acordaram a versao final.

. O manuscrito €& aprovado tacita ou explicitamente pelas autoridades
responsaveis, onde o trabalho foi realizado.

Arbitros potenciais

Os autores podem sugerir até 4 arbitros potenciais, com suas filiagbes e enderecos
de correio eletrbnico, com o0 conhecimento que eles podem ou nhdo serem

convidados para revisar o manuscrito.

Estilo Manuscrito

Estilo e Formato

Os manuscritos deverao ser submetidos no Word. Salve seu arquivo no formato
docx (Word 2007 ou versdes mais recentes) ou no formato doc (em versées mais
antigas que o Word 2007).

Use os numeros de linha e numero de paginas consecutivamente. Nao use notas de
rodapé. O texto deve ser em fonte 12 e espagamento duplo.

N&o usar fungdes de campo.

Use tabulag¢des ou outros comandos para travessao, e ndo a barra de espacos.

Use a funcéo de tabelas para fazer tabelas, ndo de planilhas.

Use o editor de equagdes ou math type para fazer equacgoes.

As abreviacbes devem ser definidas na primeira mengao e ser usada da mesma
forma posteriormente.

O texto deve ser claro, legivel e conciso. Os manuscritos devem ser bem
apresentados, com a ortografia correta, gramatica e pontuagdo. Vocé nao deve
esperar revisores e editores para fazer as corregdes para o Inglés. Os autores que
sao falantes nativos de inglés devem assumir a responsabilidade de verificar a

apresentacao de erros. Autores cuja primeira lingua ndo é o Inglés deve perguntar a



um falante nativo Inglés para verificar o uso de Inglés antes da apresentacéo e
confirmar isso nas notas para o Editor. Se o Inglés nao é satisfatorio, o manuscrito
sera devolvido para correcao, sem revisao.

Considere sempre o seu leitor. Certifique-se que a ordem e o fluxo de suas ideias &
l6gica, e seqguem a mesma ordem ao longo, ou seja, na Introducédo, Métodos,
Resultados e Discussao. Leia o seu manuscrito com cuidado antes da submissao.
Evite comecar frases com "Autor (ano) encontrou ...". Isso geralmente é melhor
formulado como "A descoberta de que vocé deseja destacar (autor, ano)."

Use a voz ativa em tudo, ou seja, empregar eu / nés relacionando o que vocé fez,
observou, etc. Cada frase deve ter um tema explicito, se vocé fosse o ator, eu ou
nds, como apropriado para o numero de atores.

Evite instru¢des intercaladas aos leitores, ou seja, evite embutidos, tais como
fragmentos (ver Darwin, 1859 para uma discussdo mais completa sobre a origem
das espécies). A citacao (Darwin, 1959) é suficiente para orientar o leitor para uma
melhor fonte de informagao sobre um tépico.

Consulte as figuras e tabelas por niumero no texto e indicar a sua posi¢cao
aproximada. Nao escrever "As estatisticas sdo apresentadas na Tabela 1", em vez
disso simplesmente citar-los, isto €, (Figura 2) ou (Tabela 3).

N&o use mais de trés niveis de titulos.

Por favor, consultar um ou mais dos seguintes:

a. Artigos de comprimento semelhantes e topicos em uma edicdo recente da
revista International Journal of Primatology

b. Planejamento, propondo e apresenta a ciéncia de forma eficaz (por Jack P.
Hailman e B. Karen Strier, Cambridge University Press, 1997)

C. Estilo Cientifico e Formato. O Conselho de Editores manual de Biologia para
autores, editores e editoras (Cambridge University Press).

Taxonomia

Para da o nome latino para uma espécie pela primeira vez, vocé deve usar o
nome comum (de qualquer espécie). A partir dai o uso consiste do nome latino ou
comum. A taxonomia deve ser publicada com fontes e incluir uma logica onde ela
pode ser contestada. Nao use as regras de Lineu adjetivamente, por exemplo,

escreva “habitats de Pan paniscus, e nao habitats paniscus Pan’.



N&o abrevie o taxon exceto dentro de uma frase em que vocé ja tenha escrito o
mesmo taxon. Por exemplo, Pan troglodytes e P. paniscus vivem na Africa, é

aceitavel, mas P. troglodytes e P. paniscus vivem na Africa néo é aceitavel.

Geologia

A Unido Internacional das Ciéncias Geoldgicas recentemente mudou o limite
Plioceno-Pleistoceno 1,8-2,6 Ma, mas ndo ha oposi¢ao entre muitos investigadores
que trabalham no final Cenozéico. Nés ndo endossamos nem a antiga ou a nova
definicdo, mas pergunte para autores que utilizam os termos do Pleistoceno
Plioceno e declare em sua introducdo qual das duas opg¢des atuais que usam,
citando a referéncia relevante. O reconhecimento do Nedgeno e Quaternario ficam a

critério do autor.

Folha de rosto
A folha de rosto devera incluir:
¢ Os nomes dos autores
e Um titulo conciso e informativo
e Filiacdo e endereco dos autores

e Enderecos de email, telefone, fax e email do autor correspondente.

Resumo

O resumo deve constituir um unico paragrafo de, no maximo 250 palavras
sem referencia ao texto. Nao usar siglas ou abreviaturas complexas. O resumo deve
resumir o trabalho todo, incluindo o contexto geral, o seu objetivo, uma descricdo
concisa dos métodos, uma descrigdo clara dos resultados mais importantes, e uma
breve apresentacdo das conclusdes, incluindo as conclusdes gerais de Primatologia,
nessa ordem. Evite afirmagdes vagas, tais como: "Nos discutimos as implicagdes
dos nossos resultados" em vez disso fagca um breve resumo dessa discussdo. O
resumo ndo deve conter abreviaturas ou termos sem explicacdo. Nao deve
normalmente conter referéncias, mas se isso acontecer, entdo estas devem ser
incluidas na integra. Verifique que todas as informagoes no resumo realmente
aparecem no texto do paper.

Palavras chaves



Fornecer 4 a 6 palavras-chave que podem ser utilizados para fins de indexacao.

Introducgao

A Introdugao deve colocar o seu estudo no contexto. Deve comegar em geral,
com o contexto geral de seu estudo, e concentrar-se para baixo, para a questao
especifica que vocé quer abordar. Normalmente ndo é apropriado comegar com
nomes de espécies em estudo. Comece com um breve resumo do entendimento
atual da questdo que vocé quer abordar. Evite listar artigos, mas nao fornecendo
informacdes sobre seu conteudo. Cite comentérios se for o caso, em vez de longas
listas de artigos.
Revisar a literatura que relata pesquisa anterior sobre o assunto, destacando por
que é uma questdo de suma importancia e o que ndo € ainda conhecido. Em
seguida, introduza o seu modelo de sistema (por exemplo, a espécies de seus
estudos), e descrever por que € uma escolha particularmente adequada para
avancar o nosso conhecimento da questao. Levantar com uma declaracao clara seu
objetivo e explicar uma abordagem sua para a questao e fundamentagcao sucinta. A
introdugcédo deve normalmente terminar com previsdes claras sobre os resultados de
seu estudo.
Relatérios no IJP devem ser auto-contido. Geralmente ndo € apropriada para se
referir a programas de investigagdo mais ampla, se vocé n&o comunicar 0s

resultados.

Métodos

Os métodos devem descrever como vocé realizou o seu estudo de forma
clara, incluindo uma descrigao do seu local de estudo, informagdes sobre os sujeitos
do estudo, o projeto de estudo e coleta de dados, analises laboratoriais e analise
estatistica, conforme apropriado. Fornecer detalhes de como vocé coletou todos os
dados relatados nos resultados, mas nao inclua a coleta de dados adicionais para
que vocé realmente nao relate descobertas. Definir todos os termos. Use subtitulos
para organizar o conteudo. A coleta de dados e analises laboratoriais devem ser
descritos em detalhe suficiente para que outros pesquisadores possam repetir o seu
trabalho. Incluir como dados resumidos (meios, etc) e relatério de variabilidade

(SEM, SD, etc), as transformacdes utilizadas e todos os testes estatisticos com



referéncia as questdes que se dirigem (por exemplo: "N6s comparamos a massa
corporal média de machos e fémeas usando ... "). Inclua o nivel de probabilidade de
que vocé determinou. Nao incluam nos resultados os métodos, com excecdo dos

resultados preliminares que foram usados para projetar o seu estudo.

Nota Etica

Tratar as consideracdes éticas do seu estudo, quer na seccdo de Métodos
principal (onde a discussao adicional é relativamente menor), ou em uma subseccgao
separada dos Métodos dirigido na nota ética. Identificar as implicagcdes éticas do
projeto experimental e procedimentos, e especificar quaisquer licengas adquiridas
para realizar o trabalho.
Descrever os procedimentos que foram tomados para minimizar o impacto no bem-
estar dos sujeitos, incluindo a escolha de tamanhos de amostra, o uso de testes-
piloto e regras pré-determinadas para a intervengao, sempre que pertinente. Inclua
todos os passos dados para melhorar o bem-estar dos individuos. Se o estudo
envolveu manter animais silvestres em cativeiro, estado por quanto tempo os
animais em cativeiro, e se, onde e como eles foram devolvidos a natureza no final do
estudo.
Se for caso disso, incluir uma declaragdo de que (1) a investigagao atendeu com
protocolos aprovados pelo adequado instituto Animal (fornecer o nome da comissao)
e que (2) a pesquisa respeitados os requisitos legais do pais em que a pesquisa foi
conduzida. Por favor, consulte as orientagdes pertinentes, incluindo "Diretrizes para
o tratamento de animais em pesquisa comportamental e de ensino" em
comportamento animal, 2006, 71, 245-253 e chegada diretrizes para o Relatério de
experimentos in vivo na Pesquisa Animal publicado na PLoS Biology 8 (6):
e1000412.

Resultados

A secao de resultados deve reportar os seus resultados de forma sucinta em
uma sequéncia logica. Ele ndo deve conter material introdutério, métodos ou
discussao. Apoio as suas declaragdes com os dados. Apresentar dados em tabelas
ou figuras, quando necessario. Resumir os achados em palavras, e consulte a tabela
ou figura, mas néo repita os valores apresentados em tabelas. N&ao repita os

mesmos dados em ambos uma tabela e uma figura. Relatério de sintese ao invés de



dados brutos. Presente e meio desvio padrao / erro padrao no formato de X £ DP
unidade / SE (ou seja, o peso corporal médio = 6,38 £ 1,29 kg SD ou média duragao
tronco, cabega-SE = 425 + 3,26 milimetros). Limites sdo aceitaveis para valores
muito significativos (ou seja, P <0,001). Capitalize o valor P (P) e tamanho da
amostra (N). Escrever graus de liberdade em letras minusculas (por exemplo, df =
4). Por exemplo: ANOVA: F = 2,26, df = 1, P = 0.17.Results deve incluir o nome do
teste estatistico, seguido por dois pontos, a estatistica de teste e o seu valor, os
graus de liberdade ou tamanho da amostra (dependendo do que for mais adequado
para esse teste), e o valor de P, com a indicagédo se € um ou dois de cauda (a
menos que esta questdo dos métodos). Essas entradas devem ser separadas por

virgulas.

Discussao

A discussao deve resumir e interpretar os principais achados e coloca-los no
contexto do que ja era conhecido. Deve ligar de volta para a pergunta (s), hipéteses
e previsdes na Introdugdo, examinar se as descobertas sustentam as hipoteses e
comparar seus achados com os de estudos anteriores. A discussao nao deve repetir
os resultados, mas pode resumi-los. Nao deve incluir mais resultados que nao sao
relatados na seg¢ao Resultados. Incluir a discussao de quaisquer limitagdes para o
seu estudo.

Muitas vezes, é util para tratar de cada grande descoberta em um paragrafo
separado, comparando seus resultados com estudos anteriores, e dando possiveis
explicacbes para as diferencas. Direcbes futuras devem ser precisas e detalhe a
informacao exata necessaria para melhorar a nossa compreensao da questao ainda
mais. Acabar com as implicacbes mais amplas de seus resultados para Primatologia

(n&o para o seu estudo taxon).

Agradecimentos
Agradecimentos devem incluir fontes de apoio, subsidios, isengdes, os nomes
daqueles que contribuiram, mas n&o sao autores, etc. Os nomes de organizagdes de

financiamento devem ser escritos na integra.

Lembre-se de reconhecer comentarios dos revisores e editores.



Texto
Formatacao do texto:

O manuscrito devera ser submetido no Word.

. Use uma fonte normal (por exemplo, fonte 10 Times Roman) para o texto.

. Use italico para énfases.

. Use a fungdo de numeragao automatica paginas de para numerar as paginas.
. Nao use fungbes de campo.

. Use tabulagdes ou outros comandos para travessoes, n&o a barra de espaco.

. Use a funcao de tabela, nao planilhas, fazer tabelas.

. Use o editor de equagdes MathType, para equacdes.

. Salve seu arquivo no formato docx (Word 2007 ou versdes mais recentes) ou

no formato doc (em versdes mais antigas que o Word 2007).

Titulo

Por favor, ndo usar mais de trés niveis de titulos.

Abreviacao

As abreviaturas devem ser definidas a primeira mencdo e usado de forma
consistente depois.

Rodapé

Notas de rodapé podem ser usadas para dar informagdes adicionais, que podem
incluir a citacdo de uma referéncia incluida na lista de referéncias. Elas ndo devem
consistir apenas de uma citacdo de referéncia, e elas nunca devem incluir os
detalhes bibliograficos das referéncias. Elas também ndo devem conter quaisquer
figuras ou tabelas.

Notas de rodapé no texto sdo numeradas consecutivamente, essas tabelas devem
ser indicadas por sobrescrito letras minusculas (ou asteriscos para valores de
significancia e outros dados estatisticos). As notas de rodapé para o titulo ou os
autores do artigo ndo sao dadas simbolos de referéncia.

Sempre use notas de rodapé em vez de notas finais.

Agradecimentos

Agradecimentos de pessoas, subvengdes, fundos, etc. devem ser colocados em
uma segao separada antes da lista de referéncia. Os nomes de organizagbes de

financiamento devem ser escritos na integra.



Referéncias

A lista de referencias deve incluir apenas obras que sao citadas no texto e
que tenham sido publicadas ou aceitas para publicacdo. As comunicagdes pessoais
e obras inéditas devem ser mencionadas no texto. Ndo use notas de rodapé ou

notas de fim como um subtitulo para uma lista de referéncias.

As listas de referéncias devem ser em ordem alfabética pelo sobrenome do primeiro
autor de cada trabalho.

e Artigo
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Abou-Allaban, Y., Dell, M. L., Greenberg, W., Lomax, J., Peteet, J., Torres, M.,
Cowell, V. (2006). Religious/spiritual commitments and psychiatric practice.
Resource document. American Psychiatric Association.
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Nomes das revistas e titulos de livros devem estar em italico.

Tabelas
. Todas as tabelas devem ser numeradas com algarismos arabicos.
. As tabelas devem ser sempre citadas no texto em ordem numeérica

consecutiva.



. Para cada tabela, fornega uma legenda da tabela (titulo) explicando os

componentes da tabela.

. Identificar qualquer material publicado anteriormente, dando a fonte original

sob a forma de uma referéncia no final da legenda da tabela.

. Notas de rodapé de tabelas devem ser indicadas por sobrescrito, letras
minusculas (ou asteriscos para valores de significancia e outros dados estatisticos) e

incluida sob o corpo da tabela.

Arte e instrugoes

Para melhor qualidade final do produto é altamente recomendavel vocé enviar
toda sua arte fotografias, desenhos, etc em formato eletrénico. Sua arte vai ser
produzida com os mais altos padrdes com maior precisao aos detalhes. O trabalho

publicado ira refletir diretamente na qualidade da obra fornecida.
Apresentacao de figura eletrénica

e Fornecer todos os dados eletronicamente

¢ Indique o programa grafico que foi usado para criar a obra de arte.

e Para gréficos vetoriais, o formato preferido é o EPS, para meios-tons, utilize o

formato TIFF. Arquivos do MS office também sao aceitaveis.

e Os graficos vetoriais que contenham fontes devem ter as fontes incorporadas

Nnos arquivos.

¢ Nomeie seus arquivos de figura com “Fig” e o numero da figura, por exemplo,
fig1.

Arte
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Definigao: grafico preto e branco, sem sombreamento.

Nao use linhas fracas ou letras e verifique se todas as linhas e letras dentro,

0S numeros sao legiveis no tamanho final.
Todas as linhas deve ser de pelo menos 0,1 mm (0,3 pt) de largura.

Desenhos digitalizados e desenhos em formato bitmap deve ter uma

resolucdo minima de 1200 dpi.

Os graficos vetoriais que contenham fontes devem ter as fontes incorporadas

Nnos arquivos.

Definicao: Fotografias, desenhos ou pinturas com sombreado fino, etc.

Se qualquer ampliagao é usada nas fotografias, indicam isso usando barras

de escala nas figuras propriamente ditas.

Fotografias devem ter uma resolugédo minima de 300 dpi.

Combinacgao

Definigdo: uma combinagdo de meio-tom e arte de linha, por exemplo, meios-

tons, contendo desenho de linhas, letras, diagramas, etc.

Combinagao arte deve ter uma resolugao minima de 600 dpi.

Cor da arte

Cor é gratuita para publicacao online.



e Se o0 preto e branco sera exibido na versao impressa, certifique-se que a
principal informacéo ainda sera visivel. Muitas cores nao sao distinguiveis
uma da outra, quando convertidas para preto e branco. Uma maneira simples
de verificar isso € fazer uma copia xerografica para ver se as necessarias

distingdes entre as diferentes cores ainda sao visiveis.
e Se 0s numeros serao impressas em preto e branco, nao se refere a cor nas
legendas.
e llustragdes coloridas devem ser apresentadas como RGB (8 bits por canal).
Inscricao da figura
e Para adicionar letras, o melhor é usar Helvetica ou Arial.
e Mantenha letras tamanhas consistentes em toda a sua arte final de tamanho,
geralmente de 2-3 mm (8-12 pt).
o Variacdo de tamanho, tipo dentro de uma ilustracdo deve ser minima, por
exemplo, nao use 8-pt tipo em um eixo e 20-pt tipo para o rétulo do eixo.
e Evite efeitos como sombreamento, letras de contorno, etc
e Na&o incluir titulos ou legendas dentro de suas ilustragoes.
Numeragéao da figura
e Todas as figuras devem ser numeradas com algarismos arabicos.
e As figuras devem ser sempre citadas no texto em ordem numérica
consecutiva.
e As Figuras devem ser denotadas por letras minusculas (a, b, c, etc.)
e Se um apéndice aparece em seu artigo € que contém um ou mais numeros,

continue a numeragao consecutiva do texto principal. “Nao numere as figuras

“

apéndice “, A1, A2, A3, etc" Figuras em apéndices on-line (Material
Suplementar Eletrénica) deve, no entanto, ser numeradas separadamente.
Legendas das figuras
e Cada figura deve ter uma legenda concisa descrevendo com precisao o que a
figura mostra. Incluir as legendas no arquivo de texto do manuscrito, € ndo no
arquivo de figura.
e As legendas das figuras comegam com a Fig. em negrito, seguido do numero

de figura, também em tipo negrito.



e A pontuagdo ndo é para ser incluido apés o numero, nem €& qualquer
pontuagdo para ser colocado no final da legenda.

¢ Identificar todos os elementos encontrados na figura na legenda da figura, e
usar caixas, circulos, etc, como coordenar pontos em graficos.

¢ Identificar material previamente publicado, dando a fonte original sob a forma
de uma citagao de referéncia no final da legenda da figura.

Colocacéo da figura e tamanho
e Ao preparar suas figuras, veja se o tamanho cabera na largura da coluna.

e Para a maioria das revistas as figuras devem ser 39 mm, 84 mm, 129 mm ou
174 mm de largura e n&o superior a 234 milimetros.
e Para livros e revistas o tamanho deve ser de 80 mm ou 122 milimetros de
largura e ndo superior a 198 milimetros.
Permissdes
Se vocé incluir os valores que ja tenham sido publicados em outros lugares, vocé
deve obter permissdo do detentor dos direitos autorais (s) para a impressdo e o
formato online. Por favor, esteja ciente de que algumas editoras ndo concedem
direitos eletrénicos de graca e que Springer ndo sera capaz de reembolsar todos os
custos que podem ter ocorrido para receber essas permissdes. Em tais casos, o
material a partir de outras fontes deve ser usado.
Acessibilidade
A fim de dar as pessoas de todas as habilidades e dificuldades de acesso ao
conteudo de suas figuras, certifique-se que:
e Todos os numeros tém legendas descritivas (usuarios cegos poderiam entdo

usar um software de texto para fala ou um hardware text-to-Braille)

e Qualquer rotulagao tem uma relagao de contraste de pelo menos 4,5:1

Material suplementar Eletronico

Springer aceita arquivos eletronicos multimidia (animagoes, filmes, audio, etc)
e arquivos complementares de outros a serem publicados on-line, juntamente com
um artigo ou um capitulo de livro. Este recurso pode adicionar a dimens&o do artigo
do autor, como certas informagdes ndo podem ser impressos ou € mais conveniente
em formato electrénico.

Submisséao



e Fornecer todo o material suplementar em formatos de arquivos padrao.

e Por favor, inclua em cada arquivo as seguintes informagdes: titulo do artigo,
nome da revista, nomes de autores, afiliacdo e e-mail do autor
correspondente.

e Para acomodar usuario downloads, por favor, tenha em mente que arquivos
de tamanho maior pode exigir muito tempos de download e que alguns
usuarios podem ter outros problemas durante a transferéncia.

Audio, video e animacoes

o Sempre use MPEG-1 (. Mpg) formato.

e Envie seu material em formato PDF. Doc ou ppt, ndo sdo adequados para a
viabilidade em longo prazo.

¢ Uma colegéo de figuras também pode ser combinada em um arquivo PDF.

Planilhas

e Planilhas devem ser convertidas em PDF se nenhuma interaccdo com os
dados se destina.

e Os leitores devem ser encorajados a fazer seus proprios calculos, planilhas
devem ser apresentadas como. Arquivos XLS (MS Excel).

Formatos especializados
e Formato especializado como. Pdb (quimica). Wrl (VRML). Nb (notebook
Mathematica), e. Tex também podem ser fornecidos.
Coleta de varios arquivos
e E possivel coletar varios arquivos em um zip. Ou. Gz arquivo.
Numeracéao

¢ Qualquer material suplementar deve fazer mencao especifica do material
como uma citagao, semelhante a das figuras e tabelas.

e Consulte os arquivos suplementares como "Resource Online", por exemplo,

"... como mostrado na animagéao (recurso em linha 3)", "... dados adicionais

sao dadas em Recursos On-line 4 ".

e Nomeie os arquivos consecutivamente, por exemplo, "ESM_3. mpg",
"ESM_4.pdf".

Legendas



e Para cada material suplementar, por favor fornga uma legenda concisa que

descreve o conteudo do arquivo.
Processamento de arquivos complementares

e Material suplementar Eletrénico sera publicado recebido do autor, sem

qualquer conversao, editagcao ou reformatacao.

Processo de Reviséao

Todos os manuscritos estao sujeitos a revisdo. Revisao inicial € pelo Editor-
Chefe e / ou um dos Editores Associados. Manuscritos julgado inadequado nesta
fase sao rejeitados pelo Editor-Chefe. Os manuscritos que passar pelo crivo inicial &
enviado aos revisores especializados para avaliacdo. Uma vez que as opinides
sejam devolvidas, o editor avalia o manuscrito, as opinides e as revisdes pedidos
dos autores, ou faz uma recomendacgéo de aceitagdo ou rejeigao ao Editor-Chefe,
que emite a decisao final.

Etica de publicagées

O International Journal of Primatology participa do Comité de Etica de
publicagdo e atua em conformidade com as orientagdes relativas a integridade do
trabalho apresentado, ou publicado. Imitacdo e pequenas alteragdes no texto sao
igualmente inaceitaveis. Plagio € motivo para a rejei¢cdo, independentemente da

qualidade do International Journal of Primatology.



