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Resumen

La baja disponibilidad de alimento genera un entorno estresante que

tiene efectos directos sobre los primates, como son los cambios
hormonales, conductuales, interaccion social y en la utilizaciéon de
recursos.

Las técnicas no invasivas, desarrolladas para obtener
informacion sobre la fisiologfa de la fauna silvestre, han contribuido a
ampliar nuestra comprension de las causas de la conducta de los
primates y su capacidad para responder a las presiones medio
ambientales. El presente trabajo contribuye al conocimiento sobre estas
especies a través de tres enfoques: fisiologico, socio endocrino e
isotopico.

En este trabajo, en primer lugar, se realizaron las validaciones
fisiologicas, analiticas y de los métodos de extracciéon para la
determinacion de hormonas esteroides en heces de monos aulladores
negros (Alonatta pigra), con la finalidad de establecer parametros para la
correcta evaluacion de estos esteroides.

En la segunda parte se realizé un experimento en un grupo de
monos arafia negros (Azeles geoffroys). Se usaron cinco combinaciones de
tamafo, distribuciéon y calidad de los alimentos. Se observaron
interacciones sociales, se recolectaron registros de actividad de
alimentacién y proximidad, y se colectaron muestras fecales. Cuando los
alimentos estaban agrupados, los individuos pasaban menos tiempo
alimentandose, y también habia una variacién individual en la actividad
alimentaria dentro de los tratamientos. Los niveles de glucocorticoides
fecales fueron mas altos cuando los alimentos estaban agrupados.

Por dltimo, se midi6é la amplitud del nicho isotépico en monos
aulladores de manto (Alnatta palliata) y negros (A. pigra) en alopatria y
simpatria, a través de mediciones isotopicas en pelo y se estimé el grado
de solapamiento entre las diferentes condiciones, asi como de ambas
especies en el area de simpatrfa. En simpatria, los monos aulladores

negros tuvieron un nicho isotépico significativamente mas amplio, que



estaba determinado principalmente por los altos valores de 6°N, e
inclufa la mayor parte del nicho isotépico de los monos aulladores de
manto. Cada especie presenta diferente forma y tamafio de nicho
isotopico en el area donde convergen ambas especies. La coexistencia de
estas especies ecolégicamente similares esta vinculada a ajustes de nicho
trofico por Alonatta pigra.

LLa adquisicion de un mayor conocimiento a diferentes escalas de
las respuestas fisiologicas, sociales y la forma en que estos primates
acceden a los alimentos frente a los cambios medioambientales, es
fundamental para comprender los aspectos mas basicos de su conducta
y tiene implicaciones importantes para el estudio de la ecologia y
evolucién de estas especies. Asimismo, la informacién generada en esta
tesis tiene implicaciones para la conservacion y manejo de los primates

mexicanos.



Summary

Low food availability has direct effects on primates, such as changes in

hormones and behavior.

Non-invasive techniques, developed to obtain information on
the physiology of wildlife, have contributed to broadening our
understanding of the causes of primate behavior and their ability to
respond to environmental pressures. The present work contributes to
the knowledge about these species through three approaches:
physiological, socio-endocrine and isotopic.

In the first part of this thesis, physiological and analytical
validations, as well as extraction methods, were performed for the
determination of steroid hormones in feces of black howler monkeys
(Alonatta pigra), in order to establish parameters for the correct
evaluation of these steroids.

In the second part, an experiment was carried out on a group of
black-handed spider monkeys (Azeles geoffroyi). Five combinations of
food size, distribution, and quality were used. Social interactions were
observed, records of feeding activity and proximity were collected, as
well as fecal samples. When food was clumped, individuals spent less
time feeding, and there was also individual variation in feeding activity
within treatments. Fecal glucocorticoid levels were higher when food
was clumped.

Finally, the isotopic niche width was measured in mantled
(Alonatta palliata) and black (A. pigra) howler monkeys in allopatry and
sympatry through isotopic measurements in hair. The degree of isotopic
niche overlap between the different conditions was also estimated, as
well as of both species in the sympatry area. In sympatry, black howler
monkeys had a significantly wider isotopic niche, which was determined
primarily by high 6N values, and included most of the isotopic niche of
mantled howler monkeys. Each species had a different shape and size of

isotopic niche in the area where both species converge. The coexistence



of these ecologically similar species is linked to trophic niche
adjustments by Albuatta pigra.

The acquisition of greater knowledge at different scales of
physiological, social responses and the way in which these primates
access food while coping with environmental changes, is essential to
understand the most basic aspects of their behavior and has important
implications for the study of the ecology and evolution of these species.
Likewise, the information generated in this thesis has implications for

the conservation and management of Mexican primates.
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Introduccion general












Introducciéon general

La tasa actual de pérdida y fragmentaciéon de habitat en el mundo

originada por la actividad humana (Foley ez @/, 2005) hace que sea
crucial estudiar el vinculo entre la disponibilidad de alimento y sus
efectos en los organismos que viven en habitats fragmentados.

Resulta especialmente importante estudiar los efectos a largo
plazo ya que son sumamente perjudiciales, debido a que la capacidad de
la especie humana de alterar la naturaleza desde el comienzo de la
Revolucién Industrial ha alcanzado un ritmo que no queda margen de
recuperacion para el planeta (Ellis ez 2/, 2010).

Dentro de los impactos antrépicos como la contaminacién de
aire, tierra y agua, la cacerfa furtiva, comercio ilegal de especies; la
sobreexplotaciéon de recursos naturales es la principal amenaza para el
resto de las especies que cohabitan con la especie humana (Leakey &
Lewin 1998). Aunque a largo plazo, el cambio climatico global es quizas
el desafio mas grave, la deforestacion es la amenaza mas inmediata a la
que se enfrentan los sistemas ecoldgicos y las correspondientes especies
que los integran, incluyendo los primates no humanos (Kamilar &
Beaudrot 2018).

Existen estudios acerca de cémo la restricciéon de recursos (en
riqueza y abundancia), derivada de dicha transformacién del medio
ambiente, influyen en las conductas alimentarias, gasto de energfa, dieta,
amplitud de nicho tréfico y relaciones coevolutivas entre organismos
(Bolzinovic et a/ 2011; Sassi et a/ 2010; Dias ef al., 2014, 20106).

Paraddjicamente, muchas veces los métodos utilizados para
explorar esos efectos resultan ser invasivos, y por tanto provocar
consecuencias contraproducentes en aras de obtener informacion.
Sumado a esto, las especies de estudio pueden resultar de dificil acceso o
estar sometidas a restricciones legislativas que dificulten la obtencién de
permisos para el monitoreo a largo plazo.

Sin embargo, los métodos no invasivos desarrollados en las
ultimas décadas para obtener informacion cada vez mas detallada, han
contribuido a ampliar enormemente nuestra comprension de las causas

inmediatas y ultimas de la conducta de los primates no humanos y su



Capitulo 1

capacidad para adaptarse a las presiones medio ambientales que los

rodean.

1.1 Las selvas tropicales: habitat de los primates

mexicanos

Entre los ecosistemas de mayor productividad biolégica y diversidad de
especies del planeta se encuentran las selvas humedas (Challenger, 1998;
Mittermeier ez al., 1998). No obstante, muchas de estas mismas selvas
también estain consideradas como las zonas mas criticamente
amenazadas por la perturbacion del habitat (Ellis e a/., 2010).

México es uno de los 10 paises megadiversos del mundo, gracias
a que tiene una posicion geografica privilegiada que favorece la
presencia de una gran diversidad de especies, debido entre otras cosas, a
que es un punto de contacto entre dos regiones biogeograficas: zona
neartica y neotropical. Ahi, confluye la historia evolutiva de fauna y flora
de dos continentes que estuvieron aislados durante mucho tiempo:
Norteamérica y Sudamérica (Challenger, 1998).

Sin embargo, en las dltimas décadas, el incremento de la
poblacién humana en la periferia y en la zona de influencia de las selvas
tropicales mexicanas ha ocasionado la reducciéon de la flora y fauna a
niveles alarmantes debido a la deforestaciéon para la conversion a
pastizales para el ganado, asi como la extraccion de madera selectiva de
grandes arboles, que la poblacién local utiliza para comercio,
combustible o construccién (Ibarra-Manriquez e al, 1997; Challenger
1998; Ceballos & List, 2008). Todo esto en su conjunto representa la
mayor amenaza que pone en riesgo la conservacion de las selvas
mexicanas, asi como la biodiversidad y los servicios ambientales que

proveen.



Introducciéon general

1.2  Biologia y ecologia de los primates silvestres de

México

Las selvas de México resguardan la distribuciéon mas septentrional de los
platirrinos en el Neotrépico, representada por tres especies: el mono
aullador de manto (Aluatta palliata), el mono aullador negro (Aluatta
pigra) y el mono arafia (Ateles geoffroyi) presentes en el sureste del pafs, en
los estados de Veracruz, Tabasco, Oaxaca, Chiapas, Quintana Roo,
Yucatan y Campeche (Ceballos & Oliva 2005) (Fig. 1.1).

Estos primates pertenecen a la familia de los atélidos (Atelidae)
que esta formada por dos subfamilias y cuatro géneros: 1) Alouattinae
(género Alonatta) y 2) Atelinae (géneros Ateles, Brachyteles y Lagothrix).
Los atélidos se distinguen del resto de monos neotropicales por su gran
tamano (hasta 6,12 kg) y por su sistema de locomociéon basado en la

braquiacion y la suspension (Llorente 2019).

100°00°W 95°00°W 90°00W

Yucatan

Quintana Roo

Veracruz Campeche

Tabasco

Oaxaca Pelite

Chiapas

Guatemala

Figura 1.1 Mapa del rango de distribucion geografica de los primates
mexicanos. Monos aulladores de manto (Albwatta palliata) en azul, monos
aulladores negros (Alwuatta pigra) en rojo, Monos arana (Ateles geoffroyi) en
cuadricula. Fuente: TUCN (2017). Esri, DigitalGlobe, GeoEye, Earthstar
Geographics; CNES/Airbus DS, USDA, USGS, AeroGRID, IGN, and the
GIS User Community.
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1.2.1 Monos aulladores (A. pigra y A. palliata)

El género Alonatta es considerado el mas exitoso entre los primates del
Nuevo Mundo en términos de dominancia ecolégica considerando la
biomasa global (Kowalewski ez a/, 2015). Los monos aulladores se
distribuyen practicamente en todo el continente americano. En cada pais
de Latinoamérica, excepto Chile, habita al menos una especie de
Alonatta y en algunos casos dos o mas. Ocupan una gran diversidad de
tipos de habitat a través del neotrépico y sobreviven en pequefios
fragmentos de bosque que no podrian sustentar a otros primates (Bicca-
Marques 2003; Crockett 1998; Neville e a/., 1988).

Estos monos persisten en una amplia gama de tipos de hébitat
(incluidos bosques altamente perturbados antropogenicamente, bosque
nuboso (hasta 3.200 m), selva baja, bosque tropical seco estacionalmente
caducifolio, bosque cerrado y bosque de caatinga), y tienen la
distribucién geografica mas extendida de todos los géneros de primates
del Nuevo Mundo (Crockett 1998; Rylands ez a/., 2005; Di Fiore et al.
2010).

En México, la especie A. palliata es de distribuciéon geografica
amplia y se presenta en casi todo el sur del pais y en el resto de
Centroamérica, teniendo su representaciéon mas nortefia en la region de
Los Tuxtlas, Veracruz (Estrada & Coates-Estrada, 1988). En contraste,
la especie A. pigra es de distribucién geografica restringida en el sur de
México presentandose solamente en los estados de Tabasco, norte de
Chiapas y en la peninsula de Yucatan (Smith, 1970). Ademas, esta
especie también esta presente en las selvas del Petén en Guatemala y
Belice (Horwich & Johnson, 1986). Esta distribuciéon geografica
restringida apunta a que A. pigra es una especie endémica de esta region.

Alonatta pigra suele vivir en grupos mas pequefios que A. palliata:
2-10 individuos por grupo comparado con 2-45 para A. palliata (media
de 12.3) (Chapman & Balcomb 1998; Pavelka e @/, 2003). Los monos
aulladores generalmente tienen ambitos hogarefios pequefios a
comparacién con otros primates de tamafio similar, y ampliamente
superpuestos, de entre 5-45 ha, dependiendo del tipo de habitat (Neville
et al. 1988) (Fig. 1.2).

6



Introducciéon general

Alouatta pigra Alouatta palliata

Figura 1.2 Especies de monos aulladores presentes en Meéxico.
Modificado de: Kowalewski M, Gatber P, Cortés-Ortiz L., Urbani B, Youlatos
D (eds) Howler monkeys: behavior, ecology and conservation. Springer, New
York 2015. (Ilustraciones: Stephen D. Nash).

La amplia distribucién y gran variedad de tipos de vegetacion
que habita este género afectan a su dieta. Su éxito ecoldgico proviene, en
gran medida, de su habilidad para sobrevivir por largos periodos
consumiendo hojas como fuente primaria de alimento, llegando a
constituir hasta un 70% de su dieta anual (Reid, 1997; Silver ¢7 al., 1998);
habilidad inusual para un primate neotropical (Emmons & Feer, 1990;
Mittermeier e al., 2013).

Los monos aulladores cuentan con un intestino grueso
agrandado, adaptacion que les permite obtener energia a partir de la
fermentacién de las hojas que consumen (Milton 1998; Milton &
McBee, 1983). En muchas regiones, la fruta madura es otro alimento
importante, especialmente los higos silvestres del género Fieus
(Cristobal-Azkarate & Arroyo-Rodriguez, 2007; Estrada ez al, 1999;
Milton 1980), pero también comen peciolos, brotes, flores (a veces
estacionalmente muy importantes), semillas, musgo, tallos, ramas e
incluso también se ha documentado la ingesta de accidental de

artropodos al momento de consumir alimentos vegetales (Milton 1980).
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Una caracteristica anatomica particular de los monos aulladores,
especialmente en los machos, es el desarrollo significativo del hueso
hioides. Esta estructura actia como resonador y amplificador de
vocalizaciones de larga distancia, implicadas en la comunicaciéon
intergrupal (Crockett & Fisenberg 1987). A pesar de ser conocidos por
sus fuertes vocalizaciones que son audibles a distancias de 1-2 km
(Bergman ez al., 2016), los monos aulladores son sumamente silenciosos
la mayor parte del tiempo. A lo largo del afio, destinan un alto
porcentaje (60-70%) del dia al descanso o a dormir para conservar
energia (Asensio et al., 2007; Cristébal-Azkarate & Arroyo-Rodriguez,
2007). Este patron de inactividad es una caracteristica importante de su
estrategia general de forrajeo (Bicca-Marques 2003; Milton 1980). Basan

su actividad en periodos alternados de alimentacién y desplazamiento.
1.2.2 Monos arafa (Ateles geofiroyi)

En México esta presente una especie de mono arafia Afeles geoffroyz, con
dos subespecies, A. g vellerosus y A. g yucatanensis (Fig. 1.3) (Kellog &
Goldmand 1944). Aunque la distribucién de la primera abarcaba
originalmente desde Tamaulipas hasta Chiapas, actualmente se
distribuye a lo largo de la mayor parte del sur de México, incluidas las
dos costas del sureste mexicano, mientras que la dltima esta restringida a
la peninsula de Yucatan (Konstant & Mittermeier, 1985). Como en el
caso de las dos especies del género Alwnatta, México resguarda la
distribucién geografica mas septentrional del género Afeles en el

continente americano.
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A. g. vellerosus A. g. yucatanensis

Figura 1.3 Subespecies de monos arafia presentes en México: A. g.
vellerosus y A. g. yucatanensis. Modificado de: Schwitzer, C., Mittermeier,
R.A., Rylands, A.B., Chiozza, F., Williamson, E.A., Macfie, E.]., Wallis, J. and
Cotton, A. (eds.). 2017. Primates in Peril: The World’s 25 Most Endangered
Primates  2016-2018. IUCN SSC Primate Specialist Group (PSG),
International Primatological Society (IPS), Conservation International (CI),
and Bristol Zoological Society, Arlington, VA. 99 p. (Ilustraciones: Stephen D.
Nash).

Los monos arafia habitan diversos hibitats, como la selva alta
perennifolia, la selva baja perennifolia o la selva baja inundable (Estrada
& Coates-Estrada 1988). En México se han reportado especimenes en
elevaciones de hasta 1,200 msnm (Kellog & Goldman, 1944).

A. geoffroyi cuenta con un cuerpo delgado con extremidades
largas y delgadas. Presenta mano prensil y dedo pulgar ausente. Como
los monos aulladores, también cuentan con cola prensil con un parche
de piel desnudo debajo de la superficie de la punta, que funciona como
una quinta mano. Tiene un abdomen prominente, cabeza pequefia y un
pelaje variado en cuanto a color, textura y longitud atn dentro de la
misma especie; el pelo de la corona esta dirigido hacia adelante. Posee

un peso corporal de entre 5 y 8 kg, siendo las hembras ligeramente mas
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grandes que los machos. Como caracteristica, tienen las glandulas
odoriferas en la region pectoral (Mittermeier ef al., 2013).

El mono arafia es un primate arbdéreo y prefiere casi
exclusivamente el nivel mas alto de los arboles (Medeiros et a/ 1997).
Todas las especies de Azeles son principalmente frugivoras, se alimentan
sobre todo de frutos maduros y sus partes blandas (55-90% de la dieta),
pero también consumen hojas tiernas y en menor proporcion pueden
consumir flores, semillas, pseudo bulbos, capullos, raices aéreas,
cortezas, madera podrida y miel (D1 Fiore e# a/., 2008; van Roosmalen &
Klein, 1987).

La alimentacién en si misma es una actividad que tiene efectos
importantes sobre el comportamiento y la vida social de estos animales,
de tal manera que la reduccion en la disponibilidad de habitat genera un
estrés social importante.

El mono arafia vive en pequefios subgrupos temporales de
composicion inestable y variable, los cuales forman grupos sociales o
comunidades de entre 15-40 individuos que comparten la misma area,
que puede comprender entre 30-200 ha (Ramos-Fernandez & Ayala-
Orozco, 2003). Raramente todos los miembros de un grupo son
observados en un mismo lugar, sino que distintos subgrupos de 1-20
individuos se dispersan y reagrupan varias veces al dfa, resultando en
algunos individuos invirtiendo varios dias a distancias de <2 km del
grupo (Ramos-Fernandez 2005; van Rossmalen & Klein, 1987); debido
a este comportamiento, los grupos de monos arafia suelen tener un
ambito de distribucién mas amplio que los aulladores. Este tipo de
organizacion social se conoce como fision/fusion, y es similar a la que
presentan los chimpancés (Pan froglodytes) (Lehmann & Boesch, 2004).

Las subunidades sociales pueden formarse unicamente de
machos adultos, unicamente de hembras adultas, y juveniles; hembras
adultas, juveniles e infantes; hembras adultas e infantes; y subunidades
de un solo animal (Izawa, 1979). No obstante, se han observado
distintos patrones de asociacion: los machos tienden a asociarse mas a
menudo y por periodos mas largos que las hembras, y dentro de cada

sexo hay asociaciones de distinta intensidad (Chapman, 1990).
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Los monos arafia se comunican a través de una compleja
comunicaciéon vocal, compuesta por distintos tipos de “llamadas” y
sonidos; de entre los cuales el mejor estudiado es el whinny. Se considera
que esta vocalizacién es un tipo de sefial empleada usualmente para
comunicarse a través de distancias largas. Aunque no estia claro cual
pueda ser su significado concreto, se le asocia con la coordinacion de
movimientos, localizacién de subgrupos o individuos, el reconocimiento
de la identidad individual, ademas de jugar un rol en el mantenimiento
de la coherencia espacial de la unidad social (Teixidor & Byrne, 1999;
Ramos-Fernandez 2005).

Las tres especies de primates que habitan en México tienen un
papel primordial como dispersores primarios de semillas en los habitats
que habitan (Andresen 2002; Chapman & Onderdonk 1998; Lambert &
Garber 1998), y ademas producen gran cantidad de heces que son
utilizadas por la comunidad de escarabajos coprofagos (endozoocoria).
De este modo, mediante la produccion de heces, estos monos también
juegan un papel significativo en el mantenimiento de las comunidades
de estos insectos, y consecuentemente, en las numerosas funciones
ecolégicas que estos desempefian (Ponce-Santizo ef afl, 2006). En
conjunto, estos primates tienen un papel crucial dentro de las redes
troficas y sin su participacion en los diversos enlaces y procesos
ecolégicos de las selvas, se perderfa gran parte de la capacidad de

autorregulacion y autorrecuperacion de estos ecosistemas (Estrada ef a/,
206; Laurance 2003).

1.3 La perturbacion del habitat y sus efectos sobre los

primates mexicanos

Debido a que la distribucién geografica de los primates silvestres en
México esta asociada a la de las selvas, la desapariciéon y fragmentacion
de estos ecosistemas ha resultado en la desaparicion local o regional de
las poblaciones de las tres especies de primates (Estrada & Coates-
Estrada, 1988, 1996). En la actualidad su distribucién se ha reducido en

11
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un 80% y las poblaciones remanentes existen, como las selvas, en
condiciones fragmentadas y de aislamiento (Cuarén 2008).

Ademas de que las poblaciones de primates mexicanos estan
disminuyendo debido a la deforestacion, también se suman otras
amenazas como la captura ilegal, ya sea para ser utilizados como
alimento, o trafico de ejemplares vivos para ser comercializados como
mascotas (Estrada ¢ al., 2006; Kinzey 1997; Marsh ez al., 2008; Rivera &
Calme, 2006; Rodriguez-Luna ef al., 2006; Van Belle & Estrada, 20006).
Asimismo, algunas de sus poblaciones se han reducido debido a
epidemias periddicas de fiebre amarilla (Reid, 1997). Como
consecuencia, se estima que su poblaciéon decline a un 60% en un
periodo de tres generaciones, es decir aproximadamente 30 afios (Marsh
et al., 2008).

De esta manera, segin la CITES (Convencién sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora
Silvestres) estas especies, excepto Aluatta palliata, pertenecen al
Apéndice 1, que corresponde a especies en peligro de extincion (CITES,
2009). Asimismo, la NOM-059-SEMARNAT-2001 y la Union
Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN) (Cuardn ef

al., 2008) las consideran especies amenazadas.

1.4  Consecuencias de la variacion en la disponibilidad

de alimento asociada a la perturbacién antropogénica

La pérdida, transformacion y fragmentacion del habitat produce
cambios, en muchos casos irreversibles, tanto en la disponibilidad de
espacio como en la de alimento para las poblaciones de primates
(Cowlishaw & Dunbar, 2000). La disponibilidad de alimento esta
supeditada tanto al grado de perturbacion del habitat, como al grado de
competencia entre conespecificos y con otras especies ecologicamente
similares (Chapman ez a/., 2000).

La insuficiencia de alimento esta directamente relacionada con la
reducciéon del tamafio de las poblaciones de primates en ambientes
alterados (Estrada & Coates-Estrada, 1996). Al mismo tiempo, la
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escasez de frutos esta relacionada con la disminucién de la biodiversidad
(Kay ez al., 1997; Stevenson, 2001), densidad de poblaciéon (Rode 7 a.,
2006; Worman & Chapman, 2000) pérdida de diversidad conductual
(Rangel-Negtin ez al., 2016) y condicion fisica de los individuos (Olupot,
2000).

La baja disponibilidad prolongada de recursos tréficos genera un
entorno estresante que puede tener impactos directos sobre los
primates, como son los cambios hormonales (Wasser e al, 2000;
Martinez-Mota ez al., 2007; Dias et al., 2015), conductuales, de forrajeo y
de interaccién social (Sapolsky, 1992). Asimismo, estas perturbaciones
prolongadas pueden conllevar a un cambio en la utilizacién de recursos

intra e interespecifica.
1.4.1 Estrés fisiologico

La disponibilidad de alimento es un importante factor de estrés en
primates que viven en habitats perturbados. El estrés es la consecuencia
fisiolégica y conductual de los individuos al estar expuestos a una setie
de eventos ambientales adversos que los amenazan (McEwen &
Wingfield 2003). Un factor estresante es aquel que interrumpe la
estabilidad del sistema fisiolégico y puede ser de tipo psicolégico o
fisico (Wingfield ez al, 1997; McEwen 2000). Este estimulo provoca
respuestas fisiolégicas que ayudan a los individuos a lidiar con el factor
estresante. En particular, el organismo experimenta una serie de cambios
endocrinos (secrecion hormonal) cuyo efecto es el aumento de la
disponibilidad inmediata de energia (Romero 2004) para facilitar
respuestas fisiolégicas y conductuales para afrontar a los retos
ambientales (Cavigelli, 1999; Creel 2001). Después de percibir el factor
estresante, comienza un incremento en la actividad del eje hipotalamo-
pituitaria-adrenales, seguido de la liberacion de glucocorticoides
(cortisol, cortisona y corticosterona) en las glandulas suprarrenales, que
es el paso final de la cascada hormonal que da inicio en el cerebro
(Kimura ef al., 2000; De Vries 2002). Los glucocorticoides secretados

promueven la glucogénesis y la liberaciéon de glucosa al torrente
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sanguineo que permite la obtencion de energfa en el organismo (Korte
2001; Sapolsky 2002).

En condiciones normales, los glucocorticoides regresan a su
nivel basal después de alcanzar un pico, aunque el factor estresante aun
persista (Romero 2004). Sin embargo, si la fuente de estrés es cronica,
los niveles de glucocorticoides tienden a permanecer por encima de los
niveles basales, lo cual puede tener efectos negativos para la salud, como
miopatia, hipertension, inmunodepresion, pérdida de proteinas, muerte
de células neuronales o supresion del crecimiento, entre otras (Sapolsky
1990; Wingfield ez al., 1997; Nelson 2000; DeVries 2002).

Cuadro 1.1 Rutas hormonales e interacciones entre ellas

El papel del sistema endocrino en la modulaciéon de la respuesta
fisiologica de estrés es ampliamente conocido, asi como las bases
neuroendocrinas por las cuales la respuesta al estrés prolongado puede
afectar la fisiologfa reproductiva en vertebrados. El eje HHA
(Hipotalamico-Hipofisario-Adrenal; en peces: Hipotalamo-Hipofisis-
Interrenal) es el encargado de articular la respuesta a los factores
estresantes, mientras que el HHG (Hipotalamico-Hipofisario-Gonadal)
desempena un papel fundamental en la regulacién de varios sistemas del
cuerpo, como los sistemas inmunitatio y reproductivo.

El sistema nervioso auténomo interviene en ambos ejes. En el
eje HHA, los estimulos del ambiente fisico, social e interno se descifran
a través del hipotalamo resultando en la liberacion de Hormona
liberadora de corticotropina (CRH). Este péptido regula la liberacion de
la hormona adrenocorticotropa (ACTH) y la 3-endorfina de la pituitaria
anterior. También podtia estar involucrada la liberaciéon de hormona
arginina vasopresina (AVP; AVT en tetrapodos no mamiferos) y
oxitocina (mesotocina en tetrapodos no mamiferos).

La ACTH actia en la corteza adrenal para la liberacion de

glucocorticoides (GC): corticosterona, cortisona y cortisol. El cortisol

14




Introduccion general

tiene un grupo 17x-hidroxi adicional, que lo hace ligeramente mas
hidrofilico que la corticosterona. Las aves, los anfibios, los reptiles y
algunos roedores (familia Murinae y conejos) secretan principalmente
corticosterona, mientras que en los peces y en casi todos los demas
mamiferos predomina la secrecion de cortisol.

En el e¢je HHG los estimulos se interpretan a través del
hipotalamo resultando en la liberacién de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH). Este péptido regula la liberacién de la hormona
Luteinizante (LH) y foliculoestimulante (FSH). Estas gonadotropinas
regulan la funcién reproductiva en general, incluyendo la sintesis y
liberaciéon de las hormonas esteroides sexuales: progesterona, estradiol,
testosterona, entre otras.

Tanto las hormonas sexuales, como los GC secretados por estos
ejes y que circulan en el plasma, son metabolizados principalmente por
el higado, aunque muchos otros 6rganos contribuyen al proceso (Taylor
1971). Los metabolitos resultantes se excretan a través de la bilis o la
orina predominantemente como conjugados (Fig. 1.4). En el intestino
puede producirse un mayor metabolismo de los esteroides excretados a
través de la bilis por enzimas bacterianas, y los metabolitos también
pueden reabsorberse parcialmente (circulacién enterohepatica). Los
metabolitos de estas hormonas apareceran en las heces a una latencia
variable, que es especifica de la especie y corresponde aproximadamente
al tiempo de paso intestinal (Palme e a/., 1990).

Las ventajas y desventajas de utilizar diferentes materiales de
muestra (sangre, saliva, leche, pelo, plumas y huevos) para evaluar la
actividad adrenocortical se pueden revisar a detalle en literatura
especializada (e.g., Mormede ez @/, 2007; Hodges ez al., 2010; Sheriff ez
al., 2011; Palme 2012; Burnard ez al., 2017; Spencer & Deak 2017). El

presente trabajo se centra Gnicamente en el uso de muestras fecales.
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1.4.2 Alteraciones en el comportamiento reproductivo

El estrés cronico, provocado por la escasez prolongada de alimento,
también puede afectar a la reproduccién. Frente a restricciones en
nutrientes y energia, la supresion reproductiva puede suponer un ahorro
energético clave (Wingfield & Sapolsky, 2003). En mamiferos hembras,
los efectos supresivos del estrés sobre la fisiologia reproductiva y el
comportamiento femenino consiste en tres factores: 1) trastornos en la
ovulacién; 2) incapacidad de la madurez uterina necesaria para la
implantaciéon  del o6vulo fecundado; y 3) inhibiciéon de los
comportamientos proactivos y receptivos (Wingfield & Sapolsky, 2003).

La imposibilidad de la madurez uterina se origina de dos
maneras: primero, el estrés esta asociado al declive en los niveles de
progesterona, que normalmente interviene en la preparacion de la pared
uterina para la implantacién del évulo durante la fase latea, y segundo,
porque la secrecion de prolactina inducida por estrés antagoniza los
efectos anabolicos de la progesterona en el utero (Negro-Vilar 1993). El
resultado es una fase folicular extendida, haciendo todo el ciclo
reproductivo mas largo e irregular (Wingfield & Sapolsky, 2003).

En muchas especies, el estrés disminuye el comportamiento
proactivo femenino, factor clave para incrementar la probabilidad de
reproduccion, asi como el interés en el comportamiento proceptivo de
los machos (Carter 1992a, 1992b). Esto probablemente refleje
mecanismos centrales, como la activacién de sistemas neuronales
significativos en términos de ansiedad y vigilia durante el estrés
(Wingfield & Sapolsky, 2003). Ademas, el estrégeno promueve
conductas tanto proceptivas, como receptivas, ambas a través de
mecanismos  centrales, predominantemente en el hipotilamo
ventromedial  (implicado en conductas defensivas/agresivas), y
sensibilizando receptores tactiles a la estimulacién en los genitales y
otras partes del cuerpo (Wingtfield & Sapolsky, 2003).

En roedores, estos efectos oestrogénicos son un prerrequisito
para la conducta sexual normal (Wingfield & Sapolsky, 2003). Aunque

en primates esta relacién es mas débil, es demostrable. Asi mismo, la
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disminucién en los niveles de estrogeno inducidas por el estrés también
puede contribuir a la pérdida de la libido (Wingtield & Sapolsky, 2003).

Finalmente, existe cierta evidencia de supresion inducida por el
estrés sobre la secreciéon de andrégenos suprarrenales que, en
condiciones normales, mejoran los comportamientos proceptivos y
receptivos en primates hembras (Wingfield & Sapolsky, 2003).

Por otro lado, también en mamiferos, el estrés interrumpe la
fisiologia reproductiva y el comportamiento en machos de las siguientes
maneras: 1) inhibicién de las hormonas del eje gonadal, 2) incapacidad
de las funciones eréctiles, y 3) inhibicion de los comportamientos
proactivos y receptivos (Wingfield & Sapolsky, 2003).

Esto podria derivar en un declive en los niveles de testosterona
en el transcurso de minutos a horas en respuesta a una variedad de
estresores fisicos y psicologicos (Wingfield & Sapolsky, 2003).
Sorprendentemente, la disminucion en los niveles de testosterona rara
vez es suficiente para desencadenar efectos adversos significativos sobre
la fertilidad masculina (Wingfield & Sapolsky, 2003).

Mucho mas acusado es el deterioro inducido por el estrés de la
funcién eréetil (Wingfield & Sapolsky, 2003). Esto se cimenta en la
compleja interaccioén entre la activacién simpatica y parasimpatica del
sistema nervioso central; con el tono parasimpatico como prerrequisito
para la ereccién en muchas especies, y la transicién al tono simpatico
que media la eyaculaciéon. Como consecuencia, el estrés puede bloquear
la capacidad de ereccién, o puede causar eyaculacion prematura (Avitsur
& Yirmina 1999).

1.4.2.1 Evalnacion de la concentracion de hormonas esteroides por métodos

no invasivos para medir estrés y actividad reproductiva en vida silvestre

Como se menciond anteriormente, los esteroides sexuales, como la
testosterona, estrégenos y progesterona, participan en la actividad
reproductiva, mientras que los glucocorticoides sintetizados en la
corteza suprarrenal, especialmente el cortisol y la corticosterona, estan
relacionados con la respuesta al estrés (Hill, 1980). Estas hormonas

ademas de pasar en forma libre a la saliva, también pueden encontrarse
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conjugadas en las heces, o hallarse como metabolitos en la orina de
muchas especies (Moberg & Mench, 2000).

La evaluaciéon de la concentracion de hormonas esteroides ha
permitido conocer el estadio hormonal reproductivo de animales
silvestres, tanto en vida libre como en cautiverio (Graham, 20006;
Romano & Valdéz, 2006). Asi mismo, ha permitido conocer el nivel de
estrés al que estan expuestos los individuos ocasionado por alteraciones
del habitat, competencia con otros animales, enfermedades, entre otros
(Moberg & Mench 2000; Romano & Valdéz 2006). El monitoreo no
invasivo de hormonas esteroides, a partir de muestras fecales, posee
muchas ventajas siendo la mas obvia evitar el manejo de los
especimenes, y asi no introducir variables ligadas al estrés por sujecion o
por anestesia (Wasser 2000; Ziegler & Wittwer 2005; Graham 2000;
Romano & Valdéz, 20006).

De esta manera, en los ultimos afios, se ha generado un gran
interés en medir la concentracion de hormonas esteroides en heces de
fauna silvestre (ej. Foley ez a/., 2001; Hunt ez al., 2004; Keay ez al., 2000).
En primates la investigacion socio-enddcrina (interacciones entre
hormonas, comportamiento y ambiente social) también ha sido
desarrollada para comprender los mecanismos fisiologicos (Martinez-
Mota et al., 2008; Paramastri e al., 2007; Dias et al., 2017), estrategias
reproductivas, variacién en el éxito reproductivo individual (Soto ef al.,
2006; Van Belle ez al., 2009a, 2009b; Rangel-Negrin ez al., 2018), asi
como cuestiones evolutivas y ecoldgicas (Terao e al., 1995; Ziegler et al.,
1995; Norcross & Newman, 1999; Morgan ez al., 2000; Martinez-Mota ef
al., 2007; Van Belle & Estrada 2008)

1.4.2.2 Validacion del miétodo

Debido a diferencias entre especies en el metabolismo endécrino, las
técnicas para el monitoreo no invasivo deben ser desarrolladas y
validadas para cada especie por separado, ya que la ruta de excreciéon de
las hormonas esteroides (urinarias o fecales) varfa considerablemente
entre las especies, asi como entre esteroides, dentro de la misma especie

(Martinez-Mota ez al, 2008). Otro desafio es que las hormonas
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esteroides usualmente son metabolizadas previo a la eliminacién del
cuerpo y hay diferencias en el metabolismo de las hormonas segun la
especie (Wasser ¢z al., 2000).

De manera que, aunque los métodos no invasivos han tenido
gran auge en los ultimos afios, ha sido dificil comparar resultados entre
estudios, ya que existe una gran diversidad de técnicas y métodos con
los cuales se ha venido trabajando en las diferentes areas. Esto hace de
vital importancia intentar unificar criterios de selecciéon de métodos y
técnicas con el fin de establecer en futuros trabajos una metodologia
comun que haga comparable los unos con los otros (Soto et al., 2000;
Suzan 2006). La validaciéon en el laboratorio de los métodos no
invasivos es un elemento crucial para demostrar que una técnica
determinada puede detectar cambios en la actividad enddcrina, y que,

por ende, provee resultados fidedignos (Touma & Palme, 2005).

1.4.2.3 Evaluacion del estrés originado por la variacion en la disponibilidad

de alimento

Como ya se menciond, en la naturaleza la disponibilidad de recursos
alimenticios sigue patrones sumamente complejos. Dichos recursos
cambian de calidad, distribucién, densidad y tamafo. La interaccion
entre la disponibilidad espacial y temporal de los recursos establecera la
posibilidad de acaparar el alimento por parte de algunos individuos. Es
decir, si existe riqueza de alimento distribuido homogéneamente se
reduce la posibilidad de monopolizar los recursos, mientras que, si el
alimento se encuentra en pequenas cantidades, la concentracién espacial
y la distribucién temporal de este, pueden permitir la monopolizacion
(Mathy & Isbell 2001). Si esto ocurre, podtia generarse competencia por
recursos dentro de los grupos, tanto de manera directa a través de
conductas agonisticas, o indirecta, mediante relaciones de dominancia
(Mathy & Isbell 2001; Weir & Grant 2004). En primates, ademas de su
efecto en las relaciones sociales entre los integrantes de un grupo, la
competencia por el alimento supone un elemento estresante, como lo

confirman las fluctuaciones en la secreciéon de glucocorticoides en
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aquellos individuos que compiten por los alimentos (Gémez-Espinosa e/
al., 2014; Palme 2019).

Por ejemplo, en sifacas de diadema (Propithecus diadema) se
midieron las concentraciones de glucocorticoides fecales para entender
como la disponibilidad de alimento, la ingesta nutricional y la
perturbacion del habitat impactaban la fisiologia (Tecot e# al., 2019); en
el colobo rojo ugandés (Piliocolobus tephrosceles), se examind cémo la
disponibilidad de alimento y las infecciones por parasitos
gastrointestinales influfan los niveles de cortisol (Chapman ez al., 20006);
mientras que Pride (2005) empled la medicién en la concentracioén de
esta hormona para determinar el estrés provocado por la fluctuacion en
la disponibilidad de la fruta en grupos de diferentes tamafios en el lémur
de cola anillada (Lewur catta). En monos azules (Cercopithecus mitis) la
evaluacion de glucocorticoides sirvié para investigar la relacion entre el
estrés energético estacional segun la disponibilidad de los recursos y la
estacionalidad reproductiva en hembras (Foerster e al, 2012).
Igualmente, las mediciones de glucocorticoides fecales se utilizaron para
evaluar el estrés causado tanto por factores medioambientales
(principalmente biomasa de la fruta) como por factores sociales en
monos capuchinos machos de cara blanca (Cebus capucinus) cuya

reproduccion es moderadamente estacional (Schoof ¢z a/., 20106).

Cuadro 1.2 Tipos de competencia y sus correlatos sociales

El consumo de recursos influye en una serie de parametros que
determinan el éxito reproductivo de los mamiferos. Concretamente en
hembras, algunos de estos parametros son: la edad del primer parto, el
intervalo entre partos, el nimero total de nacimientos y la supervivencia
de las crias (revisado en Lee, 1987). Se cree que la presencia de otros
individuos aumenta la competencia por los recursos y propicia que los
subordinados reduzcan la cantidad de alimento consumido (Alexander,
1974; van Schaik, 1983; Wrangham, 1980). Por lo tanto, parece

paraddjico que, en muchas especies de mamiferos, las hembras vivan en
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grupos con vinculos fuertes y estables. Los primates son mamiferos
particularmente adecuados para abordar cuestiones relacionadas con la
sociabilizacién. La mayorfa vive en grupos cohesionados, y muchos de
estos estan compuestos por multiples hembras (Llorente 2019).

Wrangham (1980) plante6 la hipotesis de que, en muchas
especies de primates, las hembras viven en grupos porque los beneficios
de la defensa cooperativa de los recursos contra otras hembras superan
el costo de la competencia intragrupo. Wrangham distinguié entre
especies "unidas por hembras", en las que el mayor beneficio de la
competencia intergrupal contribuye a las relaciones diferenciadas entre
las hembras dentro de los grupos, y las especies "no unidas por
hembras", en las que la incapacidad o la falta de necesidad de los grupos
para defender los recursos alimentarios no favorece la cooperacion y
diferenciacion de las relaciones femeninas dentro de los grupos.

Un analisis mas minucioso revela que existe mas que una simple
dicotomfa en las relaciones de las hembras y la competencia dentro y
entre grupos (van Schaik, 1989). La competencia por los recursos
alimenticios generalmente se infiere de cualquiera de las siguientes cinco
observaciones: (1) jerarquias de dominancia femenina dentro de los
grupos; (2) agresion femenina entre grupos; (3) aumento del tamafio del
ambito hogarefio con el aumento del tamafno del grupo; (4) mayor
longitud de la distancia diaria de viaje con el aumento del tamafio del
grupo; y (5) tasas reproductivas mas bajas en grupos mas grandes.

La distancia diaria de viaje mide la distancia que un grupo se mueve
cada dia a medida que los individuos de dicho grupo obtienen su
alimento (Clutton-Brock & Harvey 1977; Dunbar 1988; Waser 1977). La
agresion se considera una forma de interferencia o competencia (Miller,
1967), mientras que los ajustes del rango de comportamientos al tamafio
del grupo, incluido el tamafio del ambito hogarefio y la distancia diaria
de viaje, se cree que reflejan la competencia explotadora o de lucha (por
ejemplo, van Schaik & van Noordwijk, 1988). Ambos pueden reflejar la
competencia por los recursos limitantes.

El siguiente modelo, propuesto por Isbell (1991), plantea
asociaciones hipotéticas entre la abundancia y distribucién de recursos

con los patrones de agresion por parte de las hembras y el rango de
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conductas. La abundancia de alimento puede afectar si los grupos mas
grandes tendran ambitos hogarefios mas grandes y si los grupos de
hembras seran agresivos con hembras de otros grupos. La distribucion
de alimentos puede afectar si los grupos mas grandes tendran una mayor
distancia diaria de viaje y si las hembras seran agresivas con otras
hembras dentro de sus grupos. Las especies mencionadas son aquellas

para las cuales hay suficientes datos disponibles para incluirlas en el

modelo.
Recursos troficos
No limitantes? Limitantes
Relaciones
Sin agresién intergrupal Agresiones intergrupales Intergrupales
y y
Sin cambio en el ambito hogarefio Ambitos hogarefios extendidos
como funcién del tamafio de grupo como funcién del tamaiio de grpo
v
Sin jerarquias de dominancia
v
Sin cambio en el distancia diaria de viaje
como funcién del tamafio de grupo —_
(Colobus badins, Agrupado Disperso
Alonatat paliiata) ’ '
| Relaciones
Jerarquias de dominacia fuertes Sin jerarquias de dominancia Intragrupales
y i
Rango _dJﬂU.C" de longitud elevado Sin cambio en el distancia diaria de viaje
como funcién del tamafio de gmpo  como funcion del tamafio de grupo
(Cebus olivaceus, Macaca fascicularis, (Cercapithecs ascanins, C. mitis,
M. fuscata, M. mnlatta, Cercocebies Enythrocebus patas)

albigena, Papio anubis)

Figura 1.5 Tipos de competencia y sus correlatos sociales

Esta serie de estudios ha aprovechado la evaluaciéon de la
concentracién de hormonas esteroides por métodos no invasivos para
medir el estrés relacionado con los cambios en la disponibilidad de
alimento, y en todos se ha encontrado una relacién negativa entre las
concentraciones de cortisol y la disponibilidad de alimento.

De manera que, cuando la variabilidad en la disponibilidad del

alimento es restringida, se ve alterado el bienestar de los individuos
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debido a la competencia por los recursos. Esto subraya la importancia
de investigar qué aspectos concretos de esa disponibilidad afecta el
comportamiento social y las respuestas fisiologicas de estrés en los

individuos.

1.4.3 Segregacion tréfica en funcion de Ia disponibilidad de

alimento

Otra consecuencia de la variabilidad en la disponibilidad de alimento a
largo plazo sobre las especies es la que establece el principio de
exclusiéon competitiva (Davies, e al., 2012). Segun este concepto, si dos
especies estan compitiendo por un mismo recurso limitado, una sera tan
eficiente como para utilizar o controlar el acceso a este recurso y
finalmente eliminara a la otra en situaciones en las que aparezcan juntas
(Gause 1934). De acuerdo con este principio, en las comunidades
naturales sélo podrian hallarse especies disimiles coexistiendo. Cuando
existe competencia, el grado de superposicion de nichos entre las
especies determina en gran medida la exclusion o coexistencia de estas
(Davies, Krebs & West, 2012). La similitud de nicho entre las especies
puede causar el mayor impacto en competidores inferiores a través de
alteraciones de comportamiento (es decir, cambios en el uso del habitat
y nicho tréfico) o exclusion y extincion de especies (Begon ef al. 1996).
La exclusiéon competitiva puede evitarse si una o las dos especies
en competencia evolucionan para usar un recurso diferente, ocupar un
area distinta del habitat o alimentarse a otra hora del dfa. El resultado de
este tipo de evolucién es que dos especies similares usan recursos que
no se superponen y por lo tanto tienen nichos distintos. Esto puede
derivar en una particiéon de recursos y ayuda a que las especies coexistan
porque hay una menor competencia directa entre ellas (Schoener 1974;
Bull 1991; Tokeshi 1999). Es decit que, cuando se encuentran
coexistiendo especies similares, aunque parezca que los organismos
comparten y disputan los mismos recursos, mediante un examen
cuidadoso se puede demostrar que, en realidad, sus nichos son
diferentes. En este sentido, algunas especies cuya simpatria ha sido

observada, han desarrollado mecanismos de segregacion ecoldgica,
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permitiéndoles utilizar los recursos de tal manera que existen diferencias
en la composicion de las dietas (subnicho tréfico) y otros parametros de
sus exigencias ecologicas (subnicho temporal y subnicho espacial; Koch
1974; Tilman 1982; Chesson 2000). En otras palabras, la diferenciacion
de nichos, en la cual las especies competidoras se especializan en
distintos recursos (particion de recursos) o explotan los mismos
recursos en diferentes lugares o tiempos (particiones de nicho espacial o
temporal), favorece la coexistencia de especies.

Hoy en dia los datos isotopicos se pueden analizar para conocer
estos procesos ecologicos. El analisis de isotopos estables esta asociado
al resurgimiento del concepto de nicho en ecologfa, ya que un "nicho
isotépico" puede considerarse como un componente de un nicho
ecolégico con dimensiones tanto biondémicas (dietéticas) como

escenopoéticas (habitat; Newsome ez al., 2007).

Cuadro 1.3 ;Qué son los isétopos estables?

En la naturaleza muchos elementos existen en mas de una forma
estable. A estas formas se les llama is6topos. Los isétopos son
variaciones de los elementos en cuyo nucleo tienen el mismo nimero de
protones, pero diferente nimero de neutrones. Por ejemplo, el carbono
existe en dos formas estables: la /gera °C tiene 6 protones y 6 neutrones
en el nucleo y, por tanto, una masa atémica de 12; mientras que la forma
pesada PC tiene 6 protones y 7 neutrones, con una masa atémica de 13
(Fig. 1.0).
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electron

- . .
. . &
Carbono-12 Carbono-13 Carbono-14
P2 2t 12 2° 19728 2
. . .
. ™ . w ¢
. . .
. . .
nedtron Forma Normal Isdtopo Estable Isétopo Radioactiva
nucleus 0 “ligera” 0 "Pesada”

Figura 1.6 Composicién de un atomo y formas ligeras, pesadas y
radioactivas del elemento carbono. Modificado de: Fry, 2006.

La gran mayoria de los elementos de la tabla periédica poseen dos
o mas isotopos, incluyendo aquellos que constituyen la materia viva
(carbono, nitrégeno, oxigeno, hidrogeno, azufre, fldor, calcio y fésforo).
En este trabajo unicamente nos referiremos a los isotopos estables de C
y N. Asi mismo, aunque las formas isotopicas inestables o radioactivas
también existen, no seran objeto de estudio aqui.

Normalmente, las formas pesadas de los elementos son las menos
abundantes en la naturaleza por la forma en la que son sintetizadas en
las estrellas (Schoeninger 1995). Los isétopos se identifican con base en
su masa, la cual varia en funcién del nimero de neutrones que tengan en
el nucleo, ya que la suma de protones y neutrones es igual a la masa del
isotopo. Los diferentes isotopos de un elemento comparten las mismas
propiedades quimicas porque las reacciones quimicas estan
determinadas en gran medida por la configuracion de los electrones. Sin
embargo, las diferencias de masa entre los is6topos se traducen en
diferencias en la velocidad de reaccién. Por ejemplo, “C reacciona mas
rapido que “C. Los enlaces quimicos de los is6topos "mas ligeros" se
rompen y se forman mas rapidamente que los enlaces de los isétopos
"mas pesados" (por ejemplo, los enlaces “C-'*N se rompen y se forman
mis rapidamente que los enlaces C-"N). Estas diferencias en la tasa de
reacciéon dan como resultado relaciones de isétopos en un producto que
son diferentes de las de los componentes de partida o del sustrato de
una reaccion. Por ejemplo, el colageno dseo es una proteina compuesta

de aminoacidos individuales, cada uno de los cuales es un producto que

26




Introduccion general

resulta de reacciones en un sustrato compuesto de alimentos vy
productos de degradacién de las propias materias de un animal. La
proporcién "N/"“N de nitrégeno en el colageno 6seo (el producto) es
diferente de la proporcién en todo el nitrégeno en la dieta del animal y
los productos de descomposicion (el sustrato). El colageno 6seo
normalmente tiene relativamente mas "N que en la dieta porque se
excreta relativamente mas '*N. Por lo tanto, el coligeno 6seo estd
enriquecido en N en relacién con su sustrato, la dieta, mientras que los
materiales de excrecién se encuentran empobrecidos en "N. Si el
producto se enriquece o se empobrece con respecto al isétopo mas
pesado, depende del conjunto particular de reacciones necesarias para su
sintesis.

Por convencioén, la proporcion de isétopos pesados a ligeros en
cualquier muestra se expresa en relacion a un estindar establecido
internacionalmente para que los datos recopilados en todo el mundo
sean comparables. La notacion utilizada para describir dicha proporcion

es la siguiente:

OX = Rmuestra — Rstd x 1000%o
Rstd

donde O (delta) es la notacion isotépica, X es el elemento en su
forma pesada (e.g., "C o "N), Rmuestra es la proporciéon del isotopo
pesado en relacion al ligero en la muestra (e.g., "C: C), Rstd es el
estandar reconocido internacionalmente, y las unidades de medida se
presentan en partes por mil (%o). Los estandares internacionales para el
carbono y el nitrégeno respectivamente son Vienna Peedee Belemnite
(VPDB; 6 °C), y el nitrégeno atmosférico (AIR; 6 °N). Debido a que la
existencia de algunas de estos estandares formales se ha agotado o son
excesivamente caras, se utilizan otros materiales como estindatres
internos de laboratorio, que han sido previamente calibrados contra los
originales (Sulzman 2007).

Debido a que la VPDB se deriva de una piedra caliza
sedimentaria y contiene altas cantidades de “C, la mayoria de las

muestras organicas se encuentran empobrecidas en relaciéon con ella vy,
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por lo tanto, se expresan en numeros negativos. Los valores mas
negativos significan que hay menos dtomos “C en la muestra (menor
proporcién = mas empobrecida), valores menos negativos significan
que hay mas 4tomos C (mayor propotcion) y la muestra se considera
menos empobrecida (Sulzman 2007). En el caso del nitrégeno sucede al
revés: la mayoria de las muestras biologicas contienen relativamente mas
"N que el estindar, que es el nitrégeno atmosférico, formalmente
denominado Depodsito Ambiental Inhalable (AIR, por sus siglas en
inglés). Por lo tanto, la mayorfa de las muestras bioldgicas tienen valores

de nitrégeno positivos respecto a este estandar (Schoeninger 1995).

1.4.3.1 Lsotopos estables en Ecologia

La composicién isotopica estable de los tejidos, excretas y aliento de los
mamiferos se relaciona con la composicion isotdpica de los alimentos
ingeridos y asimilados; concretamente, los isétopos estables de carbono
y nitrégeno muestran patrones de enriquecimiento a nivel tréfico
(Ayliffe ez al., 2004; DeNiro & Epstein, 1978, 1981; Martinez del Rio ez
al., 2009; Minawaga & Wada, 1984; Sponheimer ¢z al., 2003). Por esta
razon, el analisis de isétopos estables en Ecologia se basa en el principio
"somos lo que comemos", ya que las relaciones de isotopos estables de
los alimentos se reflejan en los tejidos de sus consumidores, desvelando

asi, aspectos de la ecologfa, segin el momento y la fuente de

>
macronutrientes de la sintesis de tejidos (Passey ez a/., 2005; Schoeninger,
1995; Tieszen et al., 1983).

La principal fortaleza del analisis de is6topos estables es permitir
conocer a un nivel mas sutil las respuestas de los individuos a las
condiciones ambientales (como el habitat y la disponibilidad de
alimentos, la competencia, la depredacion y el riesgo de depredacion) vy,
en ultima instancia, explorar cémo las respuestas de los individuos
influyen en los componentes de la aptitud fisica (es decir, éxito

reproductivo y supervivencia), dinamica poblacional emergente y
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procesos de la comunidad y del ecosistema (Flaherty & Ben-David
2010).

1.4.3.2 Isdtopos estables en Primatologia

En las dltimas décadas el uso del analisis de isétopos estables ha
aumentado drasticamente, y ha resultado una importante herramienta en
el estudio de ecologfa de mamiferos, incluido el ser humano (Ben-David
& Flaherty 2012; Willliams ez a/., 2011; Codron ef al., 2013; Neuberger ez
al., 2013; Tucker et al., 2013, Voigt et al., 2013). En primates, el analisis
de isétopos estables ha proporcionado valiosa informaciéon sobre la
variacion dietética inter e intraespecifica (Codron e al, 2000;
Dammbhahn & Kappeler, 2010, 2014; Loudon e /., 2007; Loudon ef al.,
2014; Oelze ¢t al., 2014; O'Regan ez al., 2008; Schoeninger 7 al., 1997,
Schoeninger ¢ al., 1998; Schurr, ez al., 2012; Smith ez al., 2010), cambios
en la dieta a través del tiempo (Blumenthal ez a/., 2012; Crowley ef al.,
2012; 2014; Gibson, 2011), el consumo de proteina animal (Fahy ez 4/,
2013; Oelze et al., 2011) e incluso la construccion de un paisaje isotopico
para primates (Schoeninger 2010).

Los materiales mas idoneos para estos analisis en primates son el
cabello y las heces (Codron et al, 2006, 2008; Oeclze ¢t al., 2011,
Schoeninger ez al., 1997; Sponheimer ez al., 2006), porque la recoleccion
de muestras es minimamente invasiva (Crowley 2012) y ambos reflejan
de manera confiable la composicion isotdpica de los componentes de la
dieta (Blumenthal ez a/., 2012; Loudon et al., 2007; Nakashita ez al., 2013).
Por un lado, las heces reflejan una dieta integral integrada en unos pocos
dias (Blumenthal ez a/., 2012; Codron et al., 2006), posiblemente con un
sesgo hacia alimentos menos digeribles (Codron ef al., 2011; Wittmer ez
al., 2010). El cabello refleja las proporciones de is6topos de la dieta y los
grupos endogenos generados a través del recambio de tejidos en el
momento de la produccion (Ayliffe ez al., 2004; West ef al., 2004), con un
sesgo hacia el componente proteico de la dieta (Petzke, e al., 2005; Wolf
et al., 2015). Estas propiedades han facilitado la investigacion de cambios
en la dieta a través del tiempo mediante el analisis en serie de segmentos
de cabello (Oelze e al, 2011); el muestreo repetido de heces
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(Blumenthal ez al., 2012; Codron et al., 2006; Phillips & O 'Connell,
20106); y la caracterizacion de la dieta durante periodos de tiempo mas
largos a través del analisis de muestras de cabello homogeneizadas
(O'Regan ez al., 2008; Schoeninger e/ al., 1997, 1999; Sponheimer ¢ al.,
20006).

No obstante, a pesar de que los analisis de isotopos estables
poseen un vasto potencial para el estudio ecoldgico y fisiolégico de
primates, el empleo de esta técnica en Platirrinos o primates del Nuevo
Mundo, es practicamente nulo, siendo representado por un solo estudio
(Schoeninger e al, 1997). Schoeninger et al. (1997) midieron las
proporciones estables de isétopos de carbono y nitrégeno en el pelo de
cuatro especies de monos del Nuevo Mundo: monos aulladores
(Alonatta palliata), monos arafia (Ateles geoffroyz), monos capuchinos (Cebus
capucinus) y muriquis (Brachyteles arachnoides). Este fue el primer estudio
que explord la relacion entre el habitat y las diferencias dietéticas entre
los primates modernos en habitats dominados por plantas con ruta
fotosintética C;. En este estudio se encontré que cada taxén ocupa un
area diferente del espacio de isétopos de carbono y nitrégeno, un
resultado que corresponde a la variacion en la cobertura del dosel para el
carbono y la dieta para el nitrégeno.

Aunque la composicioén isotépica de carbono en las plantas Cs
generalmente se relaciona con el clima (Diefendorf e al., 2010; Kohn,
2010; Szpak et al, 2013), el segmento de la planta y la forma de
crecimiento (Cernusak ez al., 2009; Martinelli e# al., 1998), en los bosques
tropicales, el “efecto dosel” es un determinante principal de la variacion
isotopica. Este fendmeno se refiere a la estratificacion vertical en la
composicion isotopica de carbono y nitrégeno de las hojas de las copas

superiores de los arboles (Cuadro 1.4).
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Cuadro 1.4 Efecto dosel

La copa de los arboles, denominado dose/, tiene tasas de recepcion de luz
y fotosintesis mas altas, de manera que las hojas superiores son mas
secas que las hojas de la parte inferior; asimismo existe una disminucién
del reciclaje de CO, absorbido por el suelo. Todo esto resulta en el
aumento de los valores de 6°C en las hojas con una altura cada vez
mayor sobre el suelo del bosque (Medina & Minchin 1980; van der
Merwe & Medina 1989; Cerling ef al, 2004; Ehleringer et al., 1987,
Graham ez al., 2014; van der Merwe & Medina 1989; Voigt 2010).

Por otro lado, la proporcién de isétopos de nitrégeno en las
hojas del dosel son mas altas que la corona inferior, debido a la pérdida
preferencial de "N por volatilizacién en las hojas de la copa superior o
por la captacion diferencial de nitrégeno (NHs) con valores de 6°N mas
altos por parte de las hojas del dosel (Ometto e al, 2006). A nivel
regional, el aumento de la temperatura y la disminucién de la lluvia se
han relacionado con el aumento de §°N en las plantas C; (Handley ez a/.
1999; Swap ef al. 2004).

Sin embargo, los valores de isétopos de nitrogeno en las plantas
C4 no parecen correlacionarse con las variables climaticas (Swap ef al.
2004). Localmente, la humedad relativa, la profundidad de
enraizamiento, las asociaciones micorricicas; asi como la humedad,
quimica y edad del suelo, pueden afectar los valores de 6°N en las
plantas C; (Handley ez a/. 1999; Marshall e 2/ 2007; Muzuka 1999). Los
mecanismos detras de estos patrones no estan del todo claros. Sin
embargo, es probable que estén relacionados con cambios en las fuentes
de N (NOs—, NH, +, nitrégeno organico disuelto) que estan disponibles
para las plantas, asi como la tasa de procesos como la nitrificacion y la
volatilizacién del amonfaco (Marshall e a/. 2007; Muzuka 1999).

Esta variabilidad impulsada por el habitat en los valores de §°N
de la planta se refleja en los primates que los consumen. Como
resultado, los primates que consumen plantas de habitats calientes y

secos exhiben valores de §°N mas altos que los primates que consumen
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plantas de habitats frescos y humedos (Crowley e a/. 2011; Schoeninger
et al. 1997). Por dltimo, las plantas de localidades costeras y marinas
tienden a tener valores de 6N muy altos (Muzuka 1999; Schoeninger &
DeNiro 1984). Los primates que viven en localidades costeras que
consumen nutrientes derivados del mar, por ejemplo, Macaca fascicularis
que come cangrejos, podrian, por lo tanto, tener valores de 6°N

excepcionalmente altos.

1.4.3.3 Isotopos estables, segregacion trdfica y perturbacion del habitat

El analisis de isotopos estables también ha sido utilizado para investigar
los efectos de la alteracién antropogénica del habitat y las interacciones
con la presencia humana en las dietas de primates, explorar la dinamica
de la particiéon de nichos entre los taxones simpatricos y probar las
predicciones de la teoria ecolégica (Sandberg ef al, 2012). Un estudio
sobre la composicién de isétopos estables en pelo de lémures de cola
anillada en Madagascar demuestra la ventaja de combinar datos
isotépicos con observaciones de campo a largo plazo para individuos y
grupos sociales (Loudon ez a/., 2007). En este estudio se encontré que
un grupo que habitaba areas de bosques virgenes con un dosel cerrado
tenfa valores de §°C significativamente més bajos que grupos que
utilizaban habitats mds abiertos y antropogenicamente modificados. El
primer grupo también presentd valores mas bajos de 6N que los otros
grupos, y se alimentaba de mas tamarindo (Tamarindus indica), una
leguminosa fijadora de N.

También en Madagascar, Dammhahn & Kappeler (2014)
utilizaron isétopos estables de carbono y nitrégeno en pelo para
identificar la variabilidad inter e intraespecifica en la posicion tréfica de
una comunidad rica en especies de lémures, y de esta manera responder
a la pregunta de si los patrones tréficos y los mecanismos relacionados
con el alimento estabilizan la coexistencia en la comunidad. Se encontrd
que las especies de lémures estaban separadas en nichos tréficos bien
diferenciados y oscilaban en dos niveles troficos. Ademas, las especies

estaban densamente agrupadas en el espacio isotopico, lo que sugiere
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que las interacciones competitivas entre las especies en el pasado son
una fuerza de estructuracién importante de la comunidad de 1émures
actual.

Estos mismos autores (Dammhahn & Kappeler 2010) ya habian
medido las proporciones de is6topos de carbono y nitrégeno en pelo de
dos especies simpatricas de 1émur raton (Microcebus berthae y M. murinus) y
cuatro categorias de alimentos (frutas, gomas, secreciones de insectos y
artropodos) de Kirindy, un Bosque seco caducifolio en el oeste de
Madagascar. En este estudio se hallé que la variacién estacional en los
valores de "N para M. berthae y °C para M. murinus, estaban relacionados
con las diferencias en el uso de recursos (y posiblemente con el periodo
de letargo durante la estaciéon seca), que juegan un papel en la
diferenciaciéon de nicho de estos taxones. Ademas, se interpretaron los
datos de isétopos como evidencia de regimenes competitivos
divergentes, que impulsan patrones contrastantes en el rango social de
dominancia y el comportamiento social.

Loudon ez al. (2014) buscaron entender, a través de los isétopos
estables, como la presencia humana impacta los patrones dietarios de
ocho grupos de monos verdes (Chlorocebus pygerythrus) en libertad. Los
valores de §”°C fueron significativamente diferentes entre los grupos en
funcion de la perturbacién antropogénica. Los valores de §°N fueron
significativamente diferentes a nivel de grupo. Los dos grupos con
mayor consumo de plantas con ruta fotosintética C, habitaban pequenas
reservas naturales, y parecian interactuar con los humanos solo de forma
esporadica, y fueron situados inicialmente en el nivel medio de
alteracién antropogénica. Sin embargo, otras observaciones de
comportamiento revelaron que los altos valores de 6”°C exhibidos por
estos grupos estaban vinculados a una incursién nunca vista a cultivos
de plantas C,.

Por otra parte, Oalze ef al. (2014) analizaron la relaciéon entre
is6topos de carbono y nitrégeno de plantas y muestras de pelo, para
comprobar si la segregaciéon de nicho entre chimpancés y gorilas
simpatricos es detectable mediante el analisis de isétopos en este
material dividido en segmentos secuenciales, de manera que fue posible

investigar la variacién isotopica temporal relacionada con variaciones
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estacionales del alimento. Estos autores encontraron diferencias
significativas en el §°C entre plantas herbiceas y frutas, probablemente
debido al efecto dosel (Van der Merwe & Medina 1991). Mientras que
los valores 6”C de los chimpancés indican el consumo de fruta, los
valores bajos §°C en el pelo de gorila indican folivoria, muy
probablemente a través del consumo de vegetacién herbacea
empobrecida en C". Los datos isotopicos también confirmaron la
superposicion de la dieta entre chimpancés y gorilas, que variaba segun
la temporada. Los gorilas mostraron una variacion significativa en los
valores 6°C en respuesta a la estacién climitica debido a las
proporciones inconstantes de plantas herbaceas frente a las frutas. En
los chimpancés, la variacién estacional significativa en el §°N se
relacion6 probablemente con la disponibilidad estacional de las especies
frutales con valores 6N particularmente altos.

La variacion de nichos tréficos en especies simpatricas también
fue recientemente abordada por Sawyer ez a/. (2019). En este trabajo se
examiné como coexisten sifacas de Verreaux (Propithecus verreanxi) y
lémures de cola anillada (Lewur catta) dentro de un pequenio bosque
considerando el uso de las plantas disponibles. Se midieron tanto los
isétopos fecales de los individuos como del alimento que suelen
consumir. El espacio isotépico de los lémures era grande, abarcando el
espacio de los sifacas. El espacio de cada primate se superpuso con los
valores de §°C y §”N de las plantas que consumen y coincidié en gran
medida con las observaciones. Los valores fecales de 6°C y §°N y el
espacio isotopico para cada especie, revelaron diferencias significativas
entre los grupos, el habitat y las estaciones. Los datos también revelaron
diferencias intragrupo que demuestran las fluctuaciones mensuales en la
alimentacion individual.

En definitiva, la evidencia isotopica de los patrones dietéticos a
corto plazo puede resultar de gran valor para probar hipdtesis ecoldgicas
mas detalladas sobre los primates, en particular los relacionados con la
amplitud de la dieta, los niveles de especializacién individual y el uso de
recursos alternativos. Por otro lado, el concepto de nicho isotépico
también ha contribuido a la biologfa de la conservacion al proporcionar

informacién sobre los cambios de nicho a través del tiempo, a menudo
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en respuesta a las presiones de caza o la pérdida de habitat por razones
antropogénicas (Newsome e# al., 2007), de manera que puede ser una

herramienta importante para los bidlogos de conservacion de primates.

1.5 Problema y justificacion

Debido a las marcadas fluctuaciones en las cantidades de frutos, hojas y
flores consumidos y al patrén de alimentacién altamente selectivo
asociadas a las perturbaciones medioambientales tanto naturales como
antropogénicas (Milton 1980; Chapman 1988), las especies de primates
estudiadas en este trabajo constituyen un modelo util para examinar las
relaciones entre las estrategias de forrajeo, patrones de comportamiento
social y de utilizacién de habitat.

Sin duda, la adquisiciéon de un mayor conocimiento a diferentes
escalas, en cuanto a las respuestas fisiologicas y la forma en que los
primates mexicanos acceden a los alimentos frente a los cambios
medioambientales, es fundamental para comprender los aspectos mas
basicos de su conducta y tiene implicaciones importantes para el estudio
de la ecologia y evolucion de estos primates.

En el presente trabajo, se pretende, por un lado, validar
analiticamente el método de extraccion de cuatro hormonas esteroides
(cortisol, progesterona, testosterona y estradiol); y de igual manera
validar un método de determinacién para cada una de estas hormonas
en heces de Aluatta pigra. De igual manera, se corroborara cémo las
funciones fisiolégicas de las hormonas esteroides pueden determinarse
mediante validaciones no farmacoldgicas y, por lo tanto, validarse
fisiol6gicamente. La mayoria de los estudios que se han realizado sobre
monos aulladores se han enfocado a la distribucién y a registros de
poblacionales silvestres. Ciertamente son necesarios mas estudios sobre
su fisiologfa en respuesta a la excesiva perturbacion de su habitat. Los
parametros enddcrinos asociados al estrés y a los ciclos reproductivos
establecidos para esta especie en el presente trabajo, permitirin un
enfoque mas preciso, asi como también un manejo mas correcto de las

poblaciones en vida libre y establecer valores de referencia de vital
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importancia para los programas de conservacion de estos primates. Con
base en los resultados obtenidos, se podra mejorar el uso de esta técnica
no invasiva para agilizar el monitoreo de rutina de hormonas, y la
subsecuente obtencién de informacién sobre esta especie en el marco de
la variabilidad en la disponibilidad de alimento en su entorno.

En el contexto socio-ecologico de los primates no humanos,
existen evidencias de que las relaciones sociales que se establecen entre
individuos que pertenecen a un mismo grupo reflejan principalmente las
caracteristicas de los recursos tréficos que explotan (Chapman ef al,
2012). En particular, la distribucién, tamafio y calidad del alimento
parecen determinar el despliegue de diferentes tipos de relaciones
sociales, de tal manera que, en términos muy generales, cuando el
alimento se encuentra agregado, es escaso y de alta calidad existe una
tendencia a que se establezcan relaciones sociales basadas en la
capacidad individual de monopolizar el alimento; esto conduce al
surgimiento de diferenciales de poder entre los miembros de un grupo, y
a relaciones sociales autoritarias. En cambio, cuando el alimento se
encuentra disperso, es abundante y de baja calidad, no existen
diferencias en términos de monopolizaciéon entre los individuos, se
espera que las relaciones sociales sean igualitarias (Gore 1993; Chapman
et al. 1995; Isabel & Young 2002). No obstante, las respuestas
conductuales de los individuos a la disponibilidad de alimento también
dependeran de otros factores individuales (erg. sexo) y grupales, como el
tamafio y composicion sexo-edad del grupo al que pertenezcan (Stock ez
al. 1997; Smith & Chapman 2007). Paraddjicamente, pocas veces estas
premisas se testan en estudios donde se controlen dichas caracteristicas
de los recursos alimenticios. En el presente trabajo se aplicara el método
de evaluacion de la concentracion de glucocorticoides por métodos no
invasivos para medir cortisol, as{ como la relacién en las interacciones
sociales, en un grupo de monos arafia en funcién de la variabilidad en la
disponibilidad del alimento, mediante un experimento de dieta
controlada. Este estudio pretende simular el impacto que tiene la
variabilidad en la disponibilidad de alimento en los niveles de estrés de

estos primates debido al impacto antropogénico en su habitat.
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Por otro lado, a pesar de que los analisis de is6topos estables
poseen un vasto potencial para el estudio ecoldgico y fisiologico de
primates, los trabajos en este grupo animal han sido relativamente
escasos y las herramientas isotdpicas continuan siendo un instrumento
poco empleado. Es interesante sefialar que para el caso de Platirrinos o
primates del Nuevo Mundo, tnicamente se han realizado dos estudios
que reportan datos isotopicos recopilados en areas de estudio conocidas
(van der Merme & Medina 1991; Schoeninger 1997). De esta manera en
el presente trabajo, a través de las herramientas isotopicas, se evaluara
cémo influye el grado de perturbaciéon medioambiental, y por ende la
disponibilidad de alimento, en la segregaciéon de nichos tréficos en
diferentes poblaciones dos especies de monos aulladores, tanto en
condiciones de simpatria, como de alopatrfa. En este sentido, la
aplicaciéon de este método ofrece un nuevo enfoque que serd
complementario a los estudios observacionales tradicionales realizados
hasta el momento acerca de la ecologia tréfica de estos primates y de
esta manera permitirda comprender mejor el impacto de las actividades
humanas sobre sus poblaciones y detectar puntos clave para su

conservacion.
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1.6

1.6.1

L6.2

38

Objetivos

Objetivos generales

Validar los métodos de determinacion de hormonas esteroides

presentes en heces de monos aulladores negros (Alnatta pigra).

Abordar el impacto de la variacién en la disponibilidad de los

alimentos en la competencia alimentaria en monos arafia negros

(Ateles geoffroyi).

Explorar la ecologia tréfica de dos especies de monos aulladores
(Alonatta pigra y A. palliata) a través del analisis de isétopos

estables.

Objetivos particulares

Utilizar dos disolventes, etanol y metanol, para validar la técnica
de extracciéon de testosterona, progesterona, estradiol y cortisol

presentes en heces de mono aullador negro (Alvuatta pigra).

Validar fisiolégicamente el método de determinacién de
testosterona, progesterona, estradiol y cortisol en heces de mono

aullador negro (Alouatta pigra).

Realizar la validacién analitica el método de determinacion de
testosterona, progesterona, estradiol y cortisol en heces de mono

aullador negro (Alouatta pigra), comparando los métodos de
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Radioinmunoensayo e Inmunoensayo enzimatico

quimioluminiscente en fase solida.

Llevar a cabo un estudio experimental de manipulacién en la
disponibilidad de alimento en un grupo cautivo de monos arafa

negros (Ateles geoffroyi).

Evaluar si la variaciéon en la disponibilidad de alimento produce

cambios en las interacciones sociales en el grupo.

Medir la respuesta fisioldgica al estrés producido por la variacion
en la disponibilidad de alimento a través de glucocorticoides

fecales de los individuos.

Investigar la variacién en el nicho tréfico de los monos
aulladores de manto y negros (Aluatta pigra y A. palliata) entre
las condiciones de alopatria y simpatria midiendo la amplitud de
su nicho isotépico §°C x 6°N y el grado de solapamiento de este

en las distintas condiciones.
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1.7  Descripcion de la Tesis

El presente trabajo se enfoca a la revision de técnicas no invasivas para
comprender cémo las tres diferentes especies de primates mas
septentrionales (Ateles geoffroys, Alonatta pigra y A. palliata) entrentan los
cambios en la disponibilidad de alimento en su habitat, provocados por
perturbaciones de origen antropogénico. Cada capitulo esta organizado
en torno a la teorfa y aplicacion de las principales herramientas no
invasivas, bajo perspectivas fisiologicas, sociales y ecoldgicas, asi como
la integraciéon de estudios de campo y laboratorio, subrayando la
importancia de estos enfoques para la conservacion de estos primates.

En el Capitulo 1 presentado anteriormente, se introdujeron el
marco teérico-conceptual de esta Tesis, la justificacion y los objetivos.

En el Capitulo 2 se abordan las razones por las cuales es
necesario estandarizar las técnicas para evaluar la medicion de
metabolitos esteroides para cada especie en particular; y se detalla el
tema de la validacion analitica y métodos de determinacion de hormonas
esteroides concretamente en heces de mono aullador negro (Aluatta
pigra). En este capitulo se comparan dos métodos de extraccion
utilizando dos disolventes distintos y se describen los costes y beneficios
de dos técnicas ampliamente utilizadas para la evaluacion de la
concentraciéon de hormonas en fauna silvestre: Radioinmunoensayo e
Inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente en fase solida. Asi
mismo se demuestra cémo las funciones fisiologicas de las hormonas
esteroides se pueden determinar a través de validaciones no
farmacoldgicas y, por lo tanto, validadas fisiol6gicamente.

El Capitulo 3 aborda el impacto de la variacién en la
disponibilidad de alimento en la competencia trofica en Ateles geoffoyi.
Esto se logro a través de un experimento con un grupo de monos arafia
en cautiverio al que se podfa manipular la presentacioén del alimento y se
midi6 la competencia trofica en respuesta a estos cambios mediante el
registro de interacciones sociales, proximidad entre individuos y colecta
de muestras fecales para la evaluaciéon de metabolitos glucocorticoides,

indicadores de estrés fisiologico.
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En el Capitulo 4 se examiné la amplitud del nicho isotépico,
que es un proxy de la amplitud del nicho tréfico, de distintas
poblaciones de monos aulladores de manto (Aluatta palliata) y negros
(A. pigra) habitando en alopatria y simpatrfa. También se calculé el area
de solapamiento isotopico de las especies en cada condicion. De esta
manera, se evalu6 si presentaban particibn de nicho utilizando
mediciones isotopicas en pelo, una técnica no invasiva que es capaz de
revelar el grado de plasticidad tréfica si la disponibilidad de alimento no
es la optima para que dos especies ecolégicamente similares convivan.
Este enfoque proporciona una visioén invaluable de las implicaciones las
actividades antropogénicas y su efecto en las poblaciones de primates.

Finalmente, en el Capitulo 5 se discuten los principales
resultados derivados de los tres capitulos principales que componen este
trabajo, enfatizando la interaccion entre la teorfa, observaciones y sus
implicaciones en la conservaciéon de estos organismos. Asimismo, se
incluyen recomendaciones para futuros estudios en el desarrollo de cada
una de estas lineas de investigaciéon. Por dltimo, se presentan las

conclusiones desprendidas de esta tesis doctoral.
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de hormonas esteroides en heces de mono aullador negro (Aluatta pigra)

2.1 Resumen

La medicién de hormonas en muestras fecales permite la evaluacién no invasiva
del estado endocrino de los primates en libertad. Sin embatgo, los procedimientos
y técnicas patra el andlisis hormonal en las heces deben validarse, tanto analitica
como fisiolégicamente. Pocos estudios han abordado la endocrinologfa de los
monos aulladores negros (Aluatta pigra). Debido a su estado de conservacién, el
manejo directo de individuos de esta especie y la recoleccion de muestras invasivas
estan altamente regulados y, por lo tanto, los métodos tradicionales para la
validacién de los ensayos hormonales, como las pruebas farmacoldgicas, no estan
permitidos. Como consecuencia, en algunas ocasiones los estudios acerca de las
hormonas fecales de los monos aulladores negros no reportan validaciones
fisiolégicas y, por lo tanto, la confiabilidad biolégica de tales medidas no puede
evaluarse. Con el fin de estimular futuras investigaciones con esta especie, el
presente estudio tuvo como objetivo proporcionar bases metodoldgicas para el
monitoreo endocrino fecal. Especificamente, validamos dos métodos de
extraccién, comparamos la validez de dos inmunoensayos (radioinmunoensayos,
RIA; inmunoensayo enzimatico quimioluminiscente en fase soélida, SPCEI)
realizados con kits comerciales para medir cortisol, testosterona, estradiol y
progesterona; y demostramos cémo se pueden determinar las funciones
fisiolégicas de estas hormonas esteroides a través de wvalidaciones no
farmacoldgicas. Al cotejar los resultados de los dos métodos de extraccion
empleados en este estudio, resalté que ambos mostraron porcentajes de
recuperacioén similares en las cuatro hormonas analizadas, promediando 55.3%.
No encontramos diferencias entre la validez analitica de los ensayos RIA y SPCEI
para medir el cortisol y la testosterona, mientras que para el estradiol y la
progesterona RIA mostré mejores resultados. Con respecto a la validacién
fisiolégica de nuestros ensayos, demostramos que: (1) las comparaciones entre
situaciones previas y posteriores al estrés pueden usarse para evaluar la respuesta al
cortisol, (2) las comparaciones entre machos y hembras pueden usarse para evaluar
la variacién en los niveles de testosterona, y (3) pueden usarse comparaciones
entre hembras embarazadas y no embarazadas para determinar la variacién en la
actividad de estradiol y progesterona. Las validaciones analiticas y fisiologicas que
realizamos demuestran que actualmente hay kits comerciales que permiten el
monitoreo endocrino correcto de esta especie, y que existen alternativas no

farmacoldgicas para evaluar la validez fisiologica de las mediciones hormonales.

Palabras clave: Esteroides fecales, cortisol, testosterona, estradiol, progesterona,
Alonatta pigra.
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2.2 Introduccion

En mamiferos, los principales grupos de hormonas esteroides son las
hormonas sexuales masculinas y femeninas, asi como las hormonas
producidas por la corteza suprarrenal (Norman y Litwack 1997). Estas
hormonas participan en numerosas funciones fisiologicas, incluida la
regulacion de las respuestas inmunes o comportamiento sexual, y por lo
tanto han sido el foco principal de la investigacién endocrina en
primates no humanos en libertad (Nguyen 2013). Las hormonas
esteroides se sintetizan a partir del colesterol, y después del transporte y
uso en los tejidos, se inactivan (principalmente en el higado) y se
excretan via renal en la orina o a través de la bilis en el intestino
(Norman y Litwack 1997; Touma y Palme 2005). La medicién de
hormonas en muestras fecales permite la evaluacién no invasiva del
estado endocrino de primates en libertad, y en los ultimos afios ha dado
lugar a un crecimiento notable en los estudios de campo acerca de las
interacciones endocrino-medio ambientales y enddcrino-etologicas
(Nguyen 2013).

El desarrollo de técnicas para el analisis de hormonas fecales ha
sido de particular relevancia para el estudio de especies silvestres
protegidas o en peligro, que generalmente no puede ser sometidas a
procedimientos invasivos (Palme 2005). A pesar de dicho desarrollo, y
debido a que el metabolismo y la excreciéon de esteroides difieren
significativamente a nivel interespecifico (Palme 2005), en general para
muchas especies existe un déficit de informacién sobre la viabilidad del
uso de muestras fecales para el monitoreo enddcrino. Ademas,
actualmente existen numerosos estudios basados en mediciones
hormonales en heces que no reportan validaciones analiticas o
fisiologicas, impidiendo su aplicacién en investigaciones sucesivas.

Es asi como, aunque los métodos no invasivos han tenido gran
auge en los dltimos afios, ha sido dificil comparar unos resultados con
otros, ya que existe una gran diversidad de técnicas y métodos con las
cuales se ha venido trabajando en las diferentes areas. Esto hace de vital

importancia unificar criterios de seleccién de métodos y técnicas con el
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fin de establecer en futuros trabajos una metodologia comun que haga
comparable los unos con los otros (Palme 2005; Soto ¢ al., 2006; Suzan,
2000).

El mono aullador negro (Alnatta pigra) es una especie de
primate arboreo en peligro de extincion con una distribucién geografica
restringida a la peninsula de Yucatan en México, Belice, y algunas partes
del norte y centro de Guatemala (Horwich y Johnson 1986).
Actualmente hay pocos estudios sobre la endocrinologia de esta especie
(Martinez-Mota et al. 2007, 2008; Van Belle ¢f a/. 2009a, b; Behie ez al.
2010; Rangel-Negtin e a/. 2011). Cabe mencionar que aquellos estudios
con esta especie que incluyan manejo directo de individuos vy
recoleccién de muestras invasivas estan altamente regulados, ademas de
no estar permitido el uso de métodos tradicionales para la validacion de
ensayos hormonales, tales como los farmacolégicos (México: Diario
Oficial de la Federacion 2013). Como consecuencia, en algunas
ocasiones los estudios de las hormonas esteroides fecales de monos
aulladores negros en libertad no reportan validaciones fisiolégicas (p. ej.,
Martinez-Mota ez al. 2007; Van Belle ef al. 20092), y por lo tanto la
fiabilidad biolégica de tales mediciones no puede ser evaluada. Con la
finalidad de estimular la investigaciéon con esta especie, el presente
estudio tuvo como objetivo proporcionar bases metodolégicas para la
monitorizaciéon endocrina fecal.

Se realizaron los analisis con cuatro hormonas esteroides:
cortisol, testosterona, progesterona y estradiol, que pueden ser utilizados
para estudios relacionados con fisiologia del estrés, ecologia
reproductiva y relaciones sociales. En primer lugar, se wvalidé
analiticamente el método de extracciéon comparando dos disolventes:
etanol y metanol. En segundo lugar, se comparé el rendimiento analitico
de dos inmunoensayos (Radioinmunoensayo e Inmunoensayo
enzimatico quimioluminiscente en fase sélida) llevado a cabo con kits
comerciales para medir hormonas esteroides en heces de monos
aulladores negros. En tercer lugar, se demostré cémo las funciones
fisiologicas de las hormonas esteroides se pueden determinar a través de
validaciones no farmacolégicas y, por lo tanto, validadas

fisiol6gicamente.
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2.3 Materiales y métodos
2.3.1 Estatutos Eticos

Esta investigacion cumplié con la ley mexicana y fue aprobado por las
autoridades correspondientes (SEMARNAT SGPA / DGVS /
01273/06 y 04949/07). Se recolectaron muestras fecales de monos
aulladores negros adultos distribuidos en diversas localidades de
Campeche, México. Se pueden encontrar descripciones detalladas del
area de estudio en: Dias ez a/. (2011) y Rangel-Negrin ez al. (2011).

2.3.2 Colecta de muestras fecales

Las muestras fueron recolectadas de manera oportunista siempre y
cuando pudieran ser emparejadas con los individuos a los que
pertenecian. Las muestras fecales frescas no contaminadas por orina se
recogieron del suelo del bosque y depositados en bolsas de polietileno
etiquetadas con la identidad de cada individuo. Dichas muestras se
mantuvieron en una nevera portatil junto con paquetes de gel
congeladores durante el periodo en campo y almacenadas al final del dia
en un congelador a -20°C en la estacién de campo hasta el momento de
la extraccion. Las muestras fueron almacenadas a temperatura constante
por un maximo de 12 meses hasta la realizacién de las extracciones. Este
procedimiento de congelacién utilizado para almacenar las muestras
reporta tener un efecto débil en los metabolitos hormonales fecales en
otras especies de primates (Khan e a/., 2002). Los analisis hormonales se
realizaron en el Departamento de Biologia de la Reproduccion del
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon Salvador Zubiran,
Ciudad de México. Los tamafios de muestra para cada validacién se

describen a continuacion.
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2.3.3 Validacion de los métodos de extraccion

Para evaluar cual es la mejor técnica de extraccion para cada hormona,
se dividié cada muestra en dos porciones, y durante el procedimiento de
extraccion, se vario el tipo de solvente para ver con cual método se
obtiene mayor porcentaje de recuperacion de hormona en la muestra.

Para realizar la validacién del método de extraccion, se usaron 21
muestras de heces ya pesadas disponibles para estos analisis. Se coloco 1
ml de "1 a cada tubo. A 12 de las muestras se les agregdé 4 ml de
metanol puro (CH;0OH), y a nueve se les agregé 4 ml de etanol puro
(CH;CH>OH). Todas se dejaron en un agitador durante 14 horas;
posteriormente se centrifugaron a 3000 rpm por 30 min. Ya que las
muestras estaban centrifugadas, se separé el liquido sobrenadante de
cada muestra con una micropipeta Pasteur desechable, el cual se decanté
a tubos de cristal de borosilicato previamente rotulados con los datos de
las muestras. Posteriormente se adicion6 100 pl de cada extracto en los
tubos del kit de las hormonas correspondientes (tubos de polipropileno
recubiertos con anticuerpos para cada hormona). L.a determinacién de
los niveles de hormona en los extractos se realizé6 mediante RIA. Los
tubos se colocaron en un contador gamma (Cobra 5005, Packard) para
la lectura de los niveles de hormona.

Los tubos de cristal de borosilicato se pusieron en una gradilla a
bafio marfa a 60°C durante 6.5 horas. Ya que los tubos no tenfan
liquido, se les agregé 3 ml de buffer (fosfatos con albumina al 4%) a
cada uno y se agitaron por 1 min en un vortex, y por 15 segundos en un
zonificador, hasta que se resuspendi6 el precipitado. Se pipetearon 100
ul de cada extracto en los tubos del kit de las hormonas
correspondientes (tubos de polipropileno recubiertos con anticuerpos
para cada hormona) y se colocaron en el contador gamma (Cobra 5005,

Packard) para la lectura de los niveles hormonales.
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2.3.4 Ensayos

Los Radioinmunoensayos hormonales (RIA) se realizaron con kits
comerciales de cortisol, testosterona, progesterona y estradiol (todos de
Coat-A-Count, SIEMENS, Los Angeles, CA). Anadimos 25, 50, 100 y
200 pl de los extractos a cada tubo en los kits de cortisol, testosterona,
progesterona, y estradiol, respectivamente, ¢ inmediatamente 1 ml de
hormona radiomarcada (**’I). Después de la incubacion a bafio maria a
37°C durante 45 min, se vertieron los extractos y los tubos se lavaron
con agua destilada. Las concentraciones hormonales se determinaron
con un contador gamma (Cobra 5005, Packard, MI).

Para las mediciones hormonales con Inmunoensayo enzimatico
quimioluminiscente en fase solida (SPCEI) utilizamos kits comerciales
(IMMULITE, SIEMENS, Los Angeles, CA para todas las hormonas).
Anadimos 25, 50, 100 y 200 ul de los extractos a cada tubo en los kits de
cortisol, testosterona, progesterona, y estradiol, respectivamente, y se
colocaron los tubos en un Analizador 1000 INMULITE (SIEMENS,
Munich, Alemania).

Seleccionamos anticuerpos basados en su disponibilidad
comercial y en la posibilidad de comparar nuestros datos con otros
estudios utilizando los mismos anticuerpos (por ejemplo, Cristobal-
Azkarate et a/ 2006; Clarke ez a/ 2007; Martinez-Mota ez al. 2007; Rangel-
Negrin ez al. 2011). Todas las muestras fueron procesadas por duplicado,
y los valores hormonales medios se informan como ng/g de heces

secas.

2.3.5 Extraccion de Ilas hormonas esteroides para las

validaciones analiticas

Para la extraccion de esteroides para la validacion analitica, se extrajeron
los metabolitos hormonales de las heces siguiendo una modificacién del
método descrito en Wasser ez a/. (2000). Brevemente, 0.6 g de heces
homogeneizadas, liofilizadas y pulverizadas se agitaron durante 24 h en

4 ml de etanol puro (CH3OH). Posteriormente, los extractos fueron
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centrifugados (460 g durante 30 min a -4°C) y fue recuperado el
sobrenadante que contenfa los esteroides. Después de la completa
evaporacion del solvente (a 60°C), los sedimentos fueron reconstituidos

con 3 ml de tampén de albumina y utilizados para el analisis.
2.3.6 Validaciones analiticas de RIA y SPCET

Para cada hormona realizamos validaciones de ensayos analiticos y se
compar6 cualitativamente los resultados de RIA y SPCEL
Especificamente, comparamos la exactitud, a través de curvas de dosis-
respuesta y paralelismo (es decir, el procesamiento de diluciones en serie
de un pool de extracto fecal y comparandolos con la pendiente de la
dosis esperada frente al porcentaje unido a la pendiente de la curva
estandar) y la recuperaciéon (es decir, la adiciéon incremental de
cantidades conocidas de esteroides a los estandares y la medicién del
aumento incremental en la concentracién) para evaluar la aplicabilidad
de estos kits para extractos fecales de monos aulladores negros.
También realizamos controles de calidad que consistian en una
muestra fecal comun y tres controles de Inmunoensayo (alto, medio y
bajo), que nos permitié calcular los coeficientes de variacion (CV) intra-
ensayo y el inter-ensayo para RIA y para SPCEIL Para cada anticuerpo
reportamos la sensibilidad, los rangos de calibracién, y volumenes

requeridos segun la informacién proporcionada por los fabricantes.
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Figura 2.1 Procesamiento para estudios hormonales. a) extractos de

muestras fecales; b) kits comerciales para determinaciones hormonales; c)
Contador gamma (Cobra 5005, Packard, MI) para RIA; d) Analizador 1000
INMULITE para SPCEL

2.3.7 Validaciones fisiologicas

Todas las muestras utilizadas para las validaciones fisiologicas fueron
extraidas como se describié anteriormente y analizadas solamente con
RIA.

2.3.7.1 Cortisol

Los glucocorticoides son los principales moduladores de las respuestas
al estrés fisiologico en vertebrados, y sus concentraciones generalmente
aumentan en respuesta a un factor estresante (Sapolsky ez /. 2000). El
cortisol es el principal glucocorticoide en los primates (Stratakis y
Chrousos 1995). Para determinar si nuestros ensayos reflejaban cambios
en los metabolitos del cortisol, determinamos los efectos de la captura
(un estresante agudo) y la anestesia (ketamina; Anesket Vet, Pisa
Agropecuaria, Hgo, Mex) en el perfil de excrecién de cortisol de tres

monos aulladores adultos (un macho y dos hembras), e hicimos la
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predicciéon de que los niveles de cortisol deberfan ser mas altos después
de la captura. Esta captura fue parte de un proyecto de translocacion
concurrente de monos aulladores negros, y nuestros procedimientos de
captura y manejo (Canales-Espinosa ef /. 2011) fueron aprobados por
las autoridades mexicanas (SEMARNAT, SGPA / DGVS / 10637/11).
Recolectamos todas las muestras de heces (N=42) de los tres individuos
desde 72 h antes hasta 96 h después de la captura, y comparamos los
niveles previos a la captura con las concentraciones maximas (es decir,
los valores mas altos post-estresores que fueron =2*SD por encima de
la concentraciéon media antes de la captura: Martinez-Mota ez al. 2008)

con una prueba de Wilcoxon de rango firmado.
2.3.7.2 Testosterona

La testosterona es el andrégeno primario, y aunque es secretada en la corteza
suprarrenal y ovarios de las hembras, es producido en cantidades mucho
mayores por las células de Leydig de los testiculos (Swerdloff ¢ a/. 2009). En
primates, los niveles de testosterona circulante son mas altos en los machos
que en las hembras (Dixson 2013). Con base en estas diferencias fisiologicas,
para determinar si nuestros ensayos treflejaron cambios en los metabolitos de
testosterona comparamos los niveles de testosterona de ocho machos adultos
y ocho hembras adultas (N=16) con pruebas de Mann-Whitney con la

prediccién de que las primeras deben ser mds altas que las segundas.

2.3.7.3 Estradiol y Progesterona

La progesterona y los estrogenos son las principales hormonas
reproductivas de las primates hembras. La progesterona y el estradiol
tienen funciones esenciales en la fisiologia del embarazo, incluida la
regulacion de la interaccién dinamica entre la madre, la placenta y el feto
(Pepe y Albrecht 1995). En promedio, sus concentraciones son mas
altas durante el embarazo que en otros momentos (Ryan y Hopper
1974; Hodgen e Itskovitz 1988). Por lo tanto, para determinar si
nuestros ensayos detectaron variaciones en los metabolitos de estradiol y

progesterona, comparamos las concentraciones fecales de estas
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hormonas entre hembras adultas embarazadas y no embarazadas y
predijimos que tanto el estradiol como la progesterona deberfan ser
mayores durante el embarazo. Las hembras se clasificaron como
embarazadas calculando 180 dfas antes de los partos observados
(duracion de gestacion de 184 dias: Van Belle ¢f a/. 2009b). Comparamos
los niveles de estradiol y progesterona entre cuatro hembras
embarazadas (N=21 muestras fecales) y cinco hembras adultas no

embarazadas (N=29) con las pruebas de Mann-Whitney.
2.3.8 Anadlisis de datos

Para determinar si existian diferencias entre métodos de extraccion en
los porcentajes de recuperacion de cada hormona, se usaron pruebas de
chi-cuadrada de bondad-de-ajuste para frecuencias esperadas similares.
Para conocer si las hormonas de los extractos interactuaron con los
anticuerpos de manera similar a los esteroides estandar (i.e. paralelismo)
se usaron pruebas de correlacion de Spearman. Con el mismo tipo de
analisis, se verifico la asociacion entre los puntos de las curvas estandar y
los valores de las muestras con los valores de las curvas estandar (i.e.
curva dosis respuesta). Para interpretar de manera mas solida estos
resultados, en el texto se presentan los coeficientes de determinacion de
cada prueba. Todos los analisis se realizaron con SPSS v.22.0 (IBM
Corp., Armonk, N.Y., EE. UU.). El umbral estadistico se estableci6 en p
< 0.05.

2.4 Resultados

2.4.1 Validacion métodos de extraccion

El porcentaje de recuperacion registrado con metanol para cortisol fue
del 56.37%, y con etanol del 56.13%. Se determiné que no existieron
diferencias significativas entre los dos métodos de extracciéon en
términos del porcentaje de recuperaciéon de cortisol (y* = 0.194, p =

0.660). Para estradiol, se observé que el porcentaje de recuperacion de

74



Validaciones fisiologicas, analiticas y métodos de extraccion para la determinacion

de hormonas esteroides en heces de mono aullador negro (Aluatta pigra)

hormona registrado con metanol (53.96%) fue significativamente menor
que con etanol (56%) (x> = 9.542, p = 0.002). El porcentaje de
recuperacion de progesterona denot6 un resultado similar entre los dos
métodos de extraccion: 50% con metanol y 50.93% con etanol (y* =
3.1058, p = 0.0780). Al comparar la extraccion de acuerdo al tipo de
diluyente, encontramos una mayor recuperaciéon de testosterona en las
muestras que fueron tratadas con metanol (59.65%), a comparacién de
lo obtenido con etanol (59.38%). Sin embargo, estas diferencias no
fueron significativas (y* = 0.170, p = 0.680).

Tabla 2.1. Porcentaje de recuperacion segun el método de extraccion

utilizado para cada hormona.

Hormona Diluyente
metanol etanol
Cortisol 56.37% 56.13%
Estradiol 53.96% 56.00%
Progesterona 50.00% 50.93%
Testosterona 59.65% 59.38%

2.4.2 Validacion analitica

Las pruebas de dosis-respuesta, paralelismo y recuperacién sugieren que
tanto el ensayo RIA como el SPCEI que se realizaron midieran
adecuadamente el cortisol y la testosterona en las heces de los monos
aulladores negros (Tabla 2.2). Para el estradiol y la progesterona, los
resultados de dosis-respuesta y recuperacion obtenidos con los ensayos
RIA fueron superiores a los de SPCEIL La Tabla 2.3 ayuda facilita la
comprension de cual método se desempelé mejor en cada prueba de

validacién para cada hormona.
2.4.3 Validacion fisiologica

Los niveles de cortisol alcanzaron su punto maximo a una media (£ SD)

de 35,3 £ 9,9 h después de la captura. Los niveles maximos fueron
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significativamente mas altos que los niveles de precaptura para los tres
individuos (hembra 1: Z = 2.27, N antes de la captura = 6, N después =
7, p< 0.05; hembra 2: Z = 3.29, N antes = 7, N después = 7, p < 0.001;
macho: Z = 3.41, N antes = 8, N después = 7, p < 0.001; Fig. 2.2a), lo
que indica que nuestros ensayos de cortisol midieron de manera
confiable las respuestas suprarrenales de los monos aulladores negros a
un estresor agudo. Los niveles promedio (+ SD) de testosterona en
muestras masculinas (4,485.6 = 234.3 ng/ml) fueron casi 580% mas
altos que en las muestras femeninas (659.1 £ 206.7 ng/ml; Z = 14.03, p
< 0.001; Fig. 2.2b).

Las concentraciones de progesterona y estradiol fueron
significativamente mas altas (progesterona Z = 2.47; N embarazadas =
21, N no embarazadas = 29, p = 0.011; estradiol Z = 3.17, N
embarazadas = 21, N no embarazadas = 29, p < 0.001) en hembras
embarazadas (media = SD progesterona = 634.5 + 21.4 ng/g; estradiol
= 14.1 £ 4.4 ng/g) que en hembras no embarazadas (progesterona =
409.1 £ 350.0 ng/g; estradiol = 6.5 = 4.8 ng / ¢) Fig. 2.2 c y d).
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Figura 2.2 Validaciones fisiolégicas. Cortisol (a; N pre-captura = N post-
captura = tres individuos), testosterona (b; N machos = N hembras = ocho
individuos), estradiol (c; N hembras no embarazadas = cinco, N hembras
embarazadas = cuatro), y progesterona (N hembras no embarazadas = cinco,
N hembras embarazadas = cuatro) medido en heces de monos aulladores

negros. En b, ¢ y d: mediana [ ] 25%—75 % Lmin—max.
2.5 Discusion

El presente estudio tenfa tres objetivos: contrastar dos métodos de
extraccion (etanol y metanol) para medir las hormonas esteroides,
comparar la validez de dos inmunoensayos realizados con Kkits
comerciales para medir esas mismas hormonas esteroides en heces de
monos aulladores negros, y demostrar como las funciones fisiologicas
de las hormonas esteroides que se midieron en las heces de esta especie
se pueden determinar a través de validaciones no farmacoldgicas.

Los resultados de los dos métodos de extracciéon empleados
mostraron porcentajes de recuperacion similares en las cuatro hormonas
analizadas, promediando 55.3% (=50-59.65%, dependiendo de Ia
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hormona). Esto coincide con lo hallado por otros estudios (Wasser y
Hunt 2005) donde se llevé a cabo la comparacién entre etanol y metanol
con el propésito de medir la recuperacion de glucocorticoides, y ambos
métodos reportaron valores similares.

La eficacia de recuperaciéon hormonal fue mas baja que en otros
estudios en los que se han registrado valores entre 70-95% (Wasser et al.,
2000; Lynch ez al., 2003; Young ef al., 2004; Van Belle ¢z al., 2009a). Esto
podria deberse a la diferencia en el tiempo que se agitaron las muestras
en el vortex (Ziegler y Wittwer, 2005). Asimismo, normalmente se
consiguen porcentajes de recuperaciéon mas altos con muestras humedas
(Cristobal-Azkarate ef al., 2007, Martinez-Mota et al., 2007, 2008; Van
Belle ez al., 2009b), sin embargo, la concentraciéon de humedad puede
entorpecer la medicién de las concentraciones hormonales, lo que
contrasta con el hecho de que al secar las muestras se reduce la variacion
en la cantidad de flujo, lo que deriva en valores finales mas consistentes
de concentraciones esteroides (Wasser ef a/, 1993); de manera que es
preferible realizar la medicion de hormonas en muestras secas.

Aunque los dos diluyentes son utilizados indistintamente
(Rangel-Negtin ¢ al., 2009; Hunt ez al., 2004; Hernandez, 2006; Ziegler ez
al., 2000). Dado que las diferencias en costos y desempefio no son
significativas para extracciones de hormonas en estos primates, es
recomendable usar por lo menos 30% de solvente, ya sea etanol o
metanol, o incluso una mezcla de ambos (Ziegler y Wittwer 2005). La
ventaja de esto reside en que tanto esteroides conjugados, como sin
conjugar, seran extraidos de la muestra fecal.

No encontramos diferencias entre la validez de los ensayos RIA
y SPCEI para medir el cortisol y la testosterona, mientras que, para el
estradiol y la progesterona, RIA mostré mejores resultados. Con
respecto a la validacion fisiologica de nuestros ensayos, demostramos
que: (1) las comparaciones entre situaciones previas y posteriores al
estrés pueden usarse para evaluar la respuesta al cortisol, (2) las
comparaciones entre hembras y machos pueden usarse para evaluar la
variacion en los niveles de testosterona, y (3) pueden usarse

comparaciones entre hembras embarazadas y no embarazadas para
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determinar la variaciéon en la actividad de estradiol y progesterona. Es
importante seflalar que la evidencia comparativa respalda la relevancia
biolégica de nuestras mediciones hormonales: los niveles de cortisol
fecal que encontramos son comparables a los reportados por Martinez-
Mota et al. (2007) a pesar de varias diferencias en la metodologia de
ensayo entre estudios (por ejemplo, método de inmunoensayo).
Ademas, los niveles de cortisol fecal de los monos aulladores negros
medidos en el presente estudio fueron mas bajos que los de los monos
arafia medidos por un método similar (Rangel-Negrin e /. 2009), como
se esperaba por comparaciones interespecificas previas realizadas en
condiciones controladas (Coe ez a/. 1992).

Nuestros resultados indican que el rendimiento analitico de los
kits de cortisol y testosterona que estan disponibles en México para
medir estas hormonas en las heces de los monos aulladores negros no
varfa entre RIA y SPCEI Debido a que RIA esta altamente regulado
debido a los requisitos de seguridad asociados con el uso y eliminacién
de material radiactivo y requiere una instrumentacién mas costosa
(Hodges ez al. 2010), los kits comerciales basados en el andlisis SPCEI
pueden ser la mejor opcién para estudiar estas hormonas en monos
aulladores negros. Para las hormonas sexuales femeninas, SPCEI tuvo
un rendimiento mas bajo, probablemente porque ambos kits tuvieron
mayor reactividad cruzada con otros compuestos que los kits RIA
(Siemens 2014), lo que sugiere que se debe usar RIA y que se deben
probar kits alternativos.

Debido a que el metabolismo hormonal y las rutas de excrecion
pueden diferir entre las especies (Palme e a/. 2005), es crucial validar
fisiol6gicamente los ensayos para garantizar el significado bioldgico de
los analisis (Heistermann ¢ a/ 2006; Goymann 2012). Esto es
particularmente importante cuando se wusan kits comerciales
desarrollados para la medicién de hormonas en sangre con heces o
muestras de orina, como en el caso del presente estudio (Hodges e7 al.
2010). Los kits comerciales a menudo se basan en anticuerpos altamente
especificos para la hormona nativa, pero con reactividades cruzadas
desconocidas con los metabolitos hormonales, que generalmente

representan la mayorfa de las hormonas excretadas. Los esteroides
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nativos se degradan en varios metabolitos a través del metabolismo
hepatico, la actividad microbiana durante el paso intestinal y la
reabsorcion en la circulacién enterohepatica (Palme ef a/. 1996). Ademas,
el metabolismo de las hormonas del estrés, como el cortisol, y las
hormonas gonadales, como la testosterona, pueden producir
metabolitos fecales con estructuras similares porque las hormonas
nativas tienen estructuras similares (Norman y Litwack 1997). Por lo
tanto, los inmunoensayos disefiados para evaluar el estrés midiendo la
concentraciéon de metabolitos de glucocorticoides fecales pueden
reaccionar de forma cruzada con otros metabolitos de esteroides,
distorsionando los resultados. Para garantizar que un inmunoensayo
mide de manera confiable el estado endocrino de un animal, se debe
demostrar experimentalmente que es capaz de cuantificar la variacién en
las concentraciones hormonales en funcién de sus funciones fisiologicas
conocidas. En este estudio demostramos que tales validaciones pueden
realizarse de forma no invasiva.

Para mejorar ain mas la confiabilidad del analisis hormonal no
invasivo, en futuros estudios se podria utilizar el analisis de
cromatografia liquida de alta presion para obtener informacién sobre las
hormonas y los metabolitos hormonales excretados en las heces de los
monos aulladores negros y evaluar la especificidad de los ensayos
realizados (Bahr ez a/. 2000; Rangel-Negrin ef al. 2011; pero ver Hodges
et al. 2010).

En conclusién, nuestros resultados proporcionan bases
metodologicas para el estudio no invasivo de las hormonas esteroides en
las heces del mono aullador negro en peligro de extincién. Las
validaciones analiticas y fisiologicas que realizamos demuestran que los
kits comerciales actualmente disponibles permiten un monitoreo
endocrino correcto de esta y otras especies de primates, y que existen
alternativas no farmacoldgicas para evaluar la validez fisiologica de las
mediciones hormonales. Queda para futuras investigaciones analizar
otros temas basicos sobre el estudio no invasivo de la endocrinologia de
los monos aulladores negros. Entre estos, evaluar los efectos del

almacenamiento de la muestra en las concentraciones hormonales (p. ¢j.,

82



Validaciones fisiologicas, analiticas y métodos de extraccion para la determinacion

de hormonas esteroides en heces de mono aullador negro (Aluatta pigra)

Khan e al. 2002) y comparar la eficiencia de las extracciones "amigables
con el campo" (p. ¢j., Van Belle ¢7 a/. 2009a) con las extracciones de
laboratorio convencionales (p. ej., Rangel-Negrin e a/. 2011) seran de

suma importancia.
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3.1 Resumen

La presentacién de alimentos puede afectar la competencia alimentaria y el
bienestar de especies sociales en cautiverio. Realizamos un experimento en un
grupo cautivo de cinco monos arafia negros (Afeles geoffroyi) con la hipdtesis de que
la competencia de alimentacién deberfa aumentar en respuesta a clertas
presentaciones de alimento en términos de tamafio, distribucién y calidad de los
alimentos; y que una mayor competencia por recursos deberfa conducir a un
aumento en agonismo y estrés fisiolégico (medido por metabolitos de
glucocorticoides fecales, MGCF), asi como a una disminucién en la afiliacién,
proximidad entre individuos y actividad tréfica. Utilizamos cinco tratamientos
experimentales que representan diferentes combinaciones de tamafio, distribucion
y calidad de los alimentos. Observamos interacciones sociales durante 100 h,
recolectamos 6,500 registros de actividad de alimentacién y proximidad, y
recolectamos 226 muestras fecales. Cuando los alimentos estaban agrupados, los
individuos pasaban menos tiempo alimentindose, y también habia una variacién
individual significativa en la actividad alimentaria dentro de los tratamientos. Los
niveles de MGCF fueron mas altos cuando los alimentos se agruparon. Estos
resultados probablemente estén relacionados con un aumento en la competencia
alimentaria cuando se concentran los recursos. Al menos en pequeflos grupos de
monos arafia, dispersar los alimentos en dos estaciones de alimentacién puede ser
suficiente para disminuir las diferencias entre los individuos en prioridad de acceso
a los recursos alimenticios, reduciendo asi el estrés fisiologico y las diferencias

interindividuales en la actividad alimentaria.

Palabras clave: .Aseles, cautiverio, comportamiento tréfico, competencia por

recursos, monopolizacién del alimento, estrés fisiologico.
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3.2 Introduccion

La competencia por los recursos alimenticios es una consecuencia
inevitable de la vida en grupo y una de las principales fuerzas evolutivas
que influyen en la organizacién social de muchos animales (Alexander
1974; Krause & Ruxton 2002). Cuando el alimento se distribuye de
manera que puede ser monopolizado o defendido, se puede producir un
acceso diferencial a los recursos entre los miembros del grupo, lo que
lleva a disputas directas para el acceso a los alimentos en forma de
agresion, desplazamiento o evasion (Wrangham 1980; Blanckenhorn ez
al., 1998; Grant e al., 2000). En la naturaleza, los individuos pueden
decidir si participar o no en competencia directa con conspecificos, y se
ha demostrado que muchos animales exhiben estrategias de manejo de
conflictos para lidiar con la competencia por los recursos (Aureli & de
Waal 2000). En contraste, las restricciones espaciales, junto con la
presencia y gestion humanas, pueden limitar la capacidad de individuos
cautivos para mostrar sus patrones de comportamiento natural (Hosey
2005; Mason 2010), lo que podria llevar a una mayor competencia por
los recursos.

En el medio natural, la disponibilidad de recursos tréficos
generalmente sigue patrones altamente complejos. Los recursos
alimenticios varfan en el espacio en términos de tamafo, densidad,
distribucion y calidad (Chapman & Chapman 2000), ademas de también
variar con el tiempo (van Schaik ez a/, 1993). La interacciéon entre la
disponibilidad espacial y temporal de los recursos alimentarios
determinara la posibilidad de monopolizar los parches de alimento
(Goss-Custard et al., 1984; Grenier et al., 1999; Weir & Grant 2004). Por
ejemplo, cuando el alimento se presenta en parches discretos, la
agrupacion espacial y la dispersion temporal de los parches pueden
originar la monopolizaciéon de los recursos, mientras que la dispersion
espacial y una alta abundancia de alimento reducen la capacidad de
defensa de los parches de alimento (Goldberg e @/, 2001; Mathy &
Isbell, 2001). Cuando se produce la monopolizacién del alimento, puede

surgir competencia dentro del grupo, ya sea directamente, a través del
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despliegue de conductas ritualizadas o agresivas, o indirectamente, a
través de relaciones de dominancia (Goss-Custard ¢7 al., 1984; Grenier e/
al., 1999; Mathy & Isbell, 2001; Weir & Grant, 2004). Ademas de su
influencia en el establecimiento y mantenimiento de las relaciones
sociales entre los miembros del grupo, la competencia por los recursos
representa un factor estresante para muchas especies animales, como lo
demuestran los cambios en la secrecion de glucocorticoides (por
ejemplo, primates (Abbott ez a/., 2003)) o ritmo cardiaco (por ejemplo,
cerdos, Sus serofa (de Jong et al., 2000)) en individuos que compiten por
alimento. Por lo tanto, cuando es posible monopolizar los recursos
troficos, puede surgir competencia por estos y afectar el
comportamiento y la fisiologfa del estrés de los individuos.

Aunque en las ultimas décadas se han dedicado muchos
esfuerzos para hacer que los entornos sociales y fisicos de los animales
en cautiverio sean mas complejos y naturales (Shyne 2006; Whitham &
Wielebnowski, 2013), la variacién espacial y temporal en la
disponibilidad de alimentos en cautiverio usualmente difiere
dramaticamente de la observada en la naturaleza. A nivel temporal, los
animales en cautiverio reciben alimentos regularmente en horarios fijos
predecibles, y no necesitan perder tiempo para encontrarlos (Swaisgood
& Shepherdson, 2005; Morgan & Tromborg, 2007). Ademas, los
alimentos se presentan comuinmente en forma procesada, lo que reduce
ain mas la necesidad de forrajear (Morgan & Tromborg 2007). Como
consecuencia, los animales cautivos pasan menos tiempo buscando y
alimentandose que sus homologos salvajes (Britt, 1998; Lukas, 1999;
Hoéhn e al, 2000; Kerridge, 2005). A nivel espacial, aunque los
beneficios de la dispersion del alimento en el sustrato han sido
reconocidos durante varias décadas, los alimentos a menudo se entregan
en lugares predecibles en contenedores que representan grupos de
alimentos monopolizables discretos (Anderson & Chamove, 1984;
Forthman ez al., 1992; Swaisgood & Shepherdson, 2005).

Por lo tanto, los animales en cautiverio a menudo enfrentan una
variacion espacial y temporal reducida en la disponibilidad de alimentos,
lo que podria facilitar la monopolizacion de los recursos y, como

consecuencia, aumentar la competencia por recursos. Aunque ningun
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estudio ha comparado directamente la competencia de alimentacion
entre individuos silvestres y cautivos de una especie, existe evidencia de
que la frecuencia de interacciones agresivas es mayor entre los
individuos cautivos que entre los silvestres (i.e., asnos silvestres
somalies, Equus africanus somalicus (Asa et al., 2012); canguros grises
orientales, Macropus gigantens (Hohn et al., 2000)). En este contexto, las
decisiones sobre la presentacion de alimentos afectaran en la
competencia trofica y pueden ser criticas para el bienestar de las especies
sociales mantenidas en cautiverio (Young, 1997; Kawata, 2008).

Los monos arafia son primates neotropicales que viven en
comunidades de 15 a 56 individuos (Shimooka ez a/., 2008), que ocupan
rangos de hasta 963 ha (Di Fiore & Campbell, 2007). Las comunidades
de monos arafia se caracterizan por un alto grado de dinamica de fision-
fusion (Aureli e al, 2008), con individuos que forman subgrupos
pequefos que varfan en tamafio y composicion con frecuencia a lo largo
del dia (Symington, 1990; Chapman e al, 1995). La fisién-fusion
representa una estrategia para hacer frente a las presiones contrastantes
de evitar a los depredadores (lo que favorece a los grandes subgrupos) y
minimizar la competencia por los alimentos (lo que favorece a los
pequefos subgrupos) cuando existe una fluctuacién temporal o espacial
en la presion por depredacion y la disponibilidad de alimento (Boesch &
Boesch-Achermann, 2000; Aureli ¢# a/., 2008). Las interacciones sociales
dentro de los grupos son en su mayorfa afiliativas, con agresiones
infrecuentes (Fedigan & Baxter, 1984; Symington, 1987; van Roosmalen
& Klein, 1988; Slater e al., 2009). Aunque los monos arafia son comunes
en los zooldgicos (Sistema Internacional de Identificacion de Especies,
2015), las poblaciones cautivas rara vez se han estudiado. Los datos
disponibles indican que las interacciones afiliativas entre hembras son
mas frecuentes en cautiverio (van Roosmalen & Klein, 1988), asimismo,
se sabe que la agresion entre machos es mas frecuente en cautividad que
en la naturaleza, y de igual manera, una cantidad considerable de esas
agresiones implica una agresion letal o grave entre machos (Davis ¢f al.,
2009). Esta diferencia en el patrén de las interacciones sociales entre
monos arafia salvajes y cautivos se ha interpretado como una posible

consecuencia de varios factores, entre ellos el albergar hembras
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familiares juntas, el confinamiento de machos desconocidos o las pocas
oportunidades de fision ofrecidas por recintos pequefios (Pastor-Nieto,
2001; Davis et al., 2009).

Debido a que las condiciones en cautiverio pueden afectar el
bienestar de los monos arafia a través de incrementos en la agresion, es
importante investigar qué factores en ese ambiente afectan el
comportamiento social y las respuestas fisiologicas de estrés de los
individuos. Por lo tanto, el objetivo del presente estudio fue abordar por
primera vez el impacto de la variacién en la presentaciéon de los
alimentos en la competencia tréfica en monos arafia, y para este fin, nos
enfocamos en un grupo cautivo de monos arafa de manos negras (Azeles
geoffroy?). Basado en el patron de competencia por alimento reportado en
estudios previos con primates (Wrangham, 1980; van Schaik, 1989;
Sterck et al, 1997), y especificamente en estudios de primates en
cautiverio que indican que el agrupar el alimento conduce a aumentos en
la competencia tréfica (Gil-Burmann ef a4/, 1998; Stahl & Kaumanns,
2003), nuestra hipotesis de trabajo fue que la competencia trofica
deberia aumentar en respuesta a ciertas presentaciones de alimentos en
términos de tamano, distribucién y calidad de los parches de alimentos.
Una mayor competencia en la alimentacién deberia llevar a las siguientes
respuestas de comportamiento y fisiologicas: aumento del agonismo,
disminucién de la afiliacion, disminucién de la proximidad entre los
individuos, disminucién de la actividad de alimentacién y aumento del
estrés fisioldgico (medido a través de concentraciones de metabolitos de
glucocorticoides fecales, MGCF en lo sucesivo). Especificamente,
planteamos la hipétesis de que: (1) si el tamafio de los parches de
alimentos es el atributo principal que determina la competencia tréfica,
la competencia deberia aumentar cuando los alimentos se distribuyen en
parches pequenos; (2) si la calidad de los parches para alimentos es el
atributo principal que determina la competencia trofica, la competencia
por el alimento deberfa aumentar cuando los parches varfan en calidad y
se agrupan los alimentos de alta calidad; (3) Si la distribucién de los
parches de alimento es el atributo principal que determina la
competencia trofica, la competencia alimentaria deberfa aumentar

cuando se agrupan los alimentos.
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3.3 Materiales y métodos
3.3.1 Estatutos Eticos

La presente investigacion cumplié con los requerimientos éticos y
administrativos de la Ley Mexicana (aprobado por los permisos
SEMARNAT SGPARN.03. VS.3644/11) y los Lineamientos para el
Tratamiento de animales para investigacion en comportamiento y
ensefanza de la Asociacién del Comportamiento Animal (Guidelines for
the Use of Animals, 2018).

3.3.2 Manejo de los individuos de estudio

El presente estudio fue llevado a cabo con un grupo de monos arafia
que vive en la Unidad de Manejo Hilda Avila de O’Farrill en Veracruz,
México (18°28'-18°26' N, 95°03'-95°01" W). Este lugar es una reserva
natural con aproximadamente 400ha que pertenece a la Universidad
Veracruzana. Incluye areas de selva alta y mediana perennifolia, asi
como la infraestructura necesaria para la realizacién de investigaciones
acerca de la conducta y conservacion de primates mexicanos
confiscados del trafico ilegal.

Los individuos bajo estudio vivian bajo condiciones de
semilibertad en un encierro arbolado al aire libre de 1,800m?* rodeado
por una cerca eléctrica (Fig. 3.1) y por tanto expuestos a condiciones
medioambientales naturales en cuanto a luz, temperatura y humedad

relativa se refiere.
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Figura 3.1 Instalaciones en semi-libertad. Sitio donde habitaban los
individuos de estudio.

El grupo estaba compuesto de cinco individuos: 2 hembras
adultas, 1 macho adulto, 1 macho juvenil y 1 hembra infante. Una
hembra adulta y todos los individuos inmaduros nacieron en la misma
reserva y fueron descendientes de la otra hembra adulta y el macho
adulto.

Cada dia a las 9:30 h, el grupo recibia los siguientes alimentos: 6
tomates rojos, media remolacha, 6 tallos de apio con hojas, 3 hojas de
acelga, medio melon, media papaya, 1 aguacate, 3 zanahorias, medio
bréceoli, 30 platanos, media pifia, medio pepino y 6 manzanas. Todos los
alimentos eran cortados antes de servir y se ofrecfan a los individuos en
una bandeja de alimentos de acero inoxidable (50 cm de largo x 30 cm
de ancho x 15 cm de altura), que se levantaba con una cuerda y una

roldana a lo alto de un arbol hasta aproximadamente los 8 metros (Fig.
3.2).
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Figura 3.2 Bandeja de aprovisionamiento
3.3.3 [Estudio Piloto

Durante un mes, habituamos al grupo a la presencia de 3 investigadores
(30 dfas, aproximadamente 150 horas de observaciéon). Aunque los
individuos ya estaban completamente habituados a la presencia de
personas en las areas que rodean su recinto, la presencia humana dentro
del recinto usualmente ocurria solo durante el periodo de alimentacion.
Por lo tanto, debido a que la recoleccién de muestras fecales requirio la
entrada frecuente al recinto, realizamos esta adaptacion para minimizar
la probabilidad de representar un factor de estrés potencial para los
monos. En cada dia de observacion, se ingresaba al recinto cuando uno
de los sujetos defecaba y se realizaba la recoleccion de muestras fecales
que se describe mas adelante. Todas las muestras fecales recogidas
durante las observaciones piloto se excluyeron de los analisis.

Durante las observaciones piloto, se determiné cuales alimentos
eran seleccionados preferentemente por los individuos al registrar ad
libitum los alimentos que eran consumidos primero, y registrando qué
alimentos se consumieron por completo (es decir, sin restos en la
bandeja de alimentos o en el suelo). Con base en estas observaciones, se

clasificé el aguacate, los platanos, el pepino, los melones, las papayas, las
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pifias y el tomate como alimentos preferidos, y la remolacha, el apio, las
acelgas, las zanahorias, el brocoli y las manzanas como alimentos 7o
preferidos.

Ademas, estas observaciones nos permitieron determinar que la
actividad de alimentacién generalmente disminufa dramaticamente 1 h
después del aprovisionamiento. Después de este periodo, los individuos
se alimentaban esporadicamente de los alimentos que permanecfan y
ocasionalmente se alimentaban de la vegetacion natural dentro de su

recinto.
3.3.4 Configuracion experimental

Utilizamos cinco tratamientos experimentales y una condiciéon neutra
para la presentacion de alimentos. Cada tratamiento representd una
combinacién particular de tamano, distribucién y calidad (definida como
preferencia, como se describié anteriormente) de los alimentos (Tabla
3.1). Se colocaron bandejas de alimentos de manera que fuera posible
observar a los sujetos durante el aprovisionamiento de alimentos sin
barreras visuales. El tamafio de los parches para alimentos se manipuld
presentando los alimentos en dos bandejas para alimentos de acero
inoxidable de diferentes tamafios, una bandeja grande (80 X 40 X 15
cm) y una bandeja pequena (40 X 30 X 15 cm). La distribucién de
alimentos se manipuld presentando los alimentos en una tnica bandeja
(condicién agrupada) o en dos bandejas (condicion dispersa) separadas
por 10 m. La calidad de los alimentos se manipuld presentando todos
los alimentos en una o dos bandejas, o presentando alimentos de alta
calidad en una bandeja diferente de alimentos de baja calidad. La
condiciéon neutral se present6 entre los tratamientos para aumentar la
independencia de los datos conductuales y hormonales entre los
tratamientos. En la condicién neutral, los alimentos se presentaron a los
sujetos como antes del inicio del estudio.

Cada tratamiento se repitié dos veces. Decidimos al azar el
orden de los tratamientos asignando a cada tratamiento un nimero
diferente y luego consultando una tabla de nimeros aleatorios hasta que

todos los numeros aparecieran dos veces. La secuencia resultante fue:
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GA, PA, VDM, VDPG y VDPP (abreviaturas descritas en la Tabla 3-1).

Con esta configuracién minimizamos las probabilidades de que los

individuos respondieran a una secuencia particular de tratamientos en

lugar de a la variacion en las caracteristicas de las bandejas de alimentos,

y as{ mismo, probar la consistencia dentro del tratamiento en los

resultados conductuales y hormonales. Cada tratamiento se presenté al

grupo durante 10 dias consecutivos, seguidos de 4 dias en tratamiento

neutro.

Tabla 3.1 Tratamientos expetimentales

Tratamiento  Caracteristicas de presentacién Descripcion
tamafio preferencia  distribucion

GA grande preferidos y  agrupado Bandeja  grande
no con todo tipo de

preferidos alimentos
PA pequefia preferidos y  agrupado Bandeja pequefia
no con todo tipo de

preferidos alimentos
VDM variable preferidos y  disperso Bandeja grande y
no pequefa con todo
preferidos tipo de alimentos
VDPG variable  grande preferidos y  disperso Bandeja  grande
pequefia  no con alimento
preferidos preferido y
Bandeja pequena
con alimento no

preferido
VDPP variable  grande preferidos y  disperso Bandeja  grande
pequefla  no con alimento no
preferidos preferido y
Bandeja pequena
con alimento

preferido

GA=grande, agrupado; PA=pequefia, agrupado; VDM= variable, disperso y mixto;

VDPG= variable, disperso, con alimento preferido en bandeja grande; VDPP=

variable, disperso, con alimento preferido en bandeja pequena.
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3.3.5 Observaciones conductuales

Todos los sujetos se identificaron en funcién de sus caracteristicas
anatomicas y fisionémicas naturales, como el tamafio corporal y las
proporciones o la morfologia y pigmentacion genital. Durante cuatro
meses, se realizaron observaciones conductuales. El muestreo de
comportamiento comenzaba cuando la comida se presentaba a los
monos, terminando 1 hora después. Para estudiar las interacciones
sociales que ocurren en el contexto de la alimentacion, muestreamos
todos los episodios de conductas afiliativas y agonisticas con registro
continuo (Altmann, 1974) (Tabla 3.2). Cuando ocurria una interaccion
social, se anotaba su tipo y la identidad tanto del actor como del
receptor.

Para estudiar los patrones de proximidad de los individuos en el
contexto de la alimentacion, utilizamos un muestreo escaneado con
registro instantaneo (Altmann, 1974). Cada 5 minutos se anotaba si cada
individuo tenfa otros miembros del grupo muy cerca (definido como <5
m). Simultaneamente, para estudiar la actividad de alimentacion, durante
el muestreo escaneado, registramos si los sujetos se alimentaban.
Recolectamos un total de 100 h de datos de interacciéon social y 6,500
registros instantaneos de proximidad y actividad de alimentacion (1,300

registros por individuo).
3.3.6 Colecta de muestras fecales, Procesamiento y Analisis

LLas muestras fecales se recolectaron de forma oportunista a lo largo del
dia, siempre que se pudiera identificar a los individuos. Las muestras
frescas no contaminadas con orina se recolectaron del piso y se
depositaron en bolsas de polietileno etiquetadas con la identidad de cada
individuo. Se recolectaron un total de 226 muestras fecales, con una
media de (+ SD) 44,8 * 1,3 muestras por individuo. Se recogié una
media de 45,2 = 54 muestras por tratamiento. Se recolectaron muestras
fecales de todos los individuos en todos los tratamientos.

Las muestras fecales se mantuvieron en una hielera con paquetes

de gel congelados mientras estaban en el campo y posteriormente
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guardadas al final del dia en un congelador a una temperatura constante

de —20 ° C. Las muestras se almacenaron durante un maiximo de 12

meses hasta que se realizaron las extracciones. Este procedimiento de

congelacion utilizado para almacenar las muestras ha mostrado tener

poco efecto sobre los metabolitos de hormonas fecales en otras especies
de primates (Khan ez a/., 2002).

Tabla 3.2 Interacciones sociales registradas en el presente estudio

Tipo de
Interaccion

Interaccion

Descripcion @

Afiliativa

Agonfstico

Contacto

Abrazo

Aseo

Toque

con
mano

Beso

Juego

Oler

Tocar con cola

Perseguir
Carga

Amenaza

A se aproxima a R, y una parte de su cuerpo toca
el cuerpo de R. Siempre por mas de 5 segundos.

A estira uno o ambos brazos en direcciéon a Ry
rodea su cuerpo. Este comportamiento puede
ser reciproco.

A toca el cuerpo de R, y lenta y gentilmente
escarba en su pelaje con ambas manos.

A toca a R con una o ambas manos. Se ha
observado toque con mano hacia brazos, axilas,
espalda, cara, pies, genitales, manos, cabeza,
boca, cuello, hombros y cola del receptor.
Siempre por menos de 5 segundos.

A coloca sus labios contra el cuerpo de R. Se
observaron besos a boca y cuello.

A y R ejecutan movimientos rapidos dirigidos
uno al otro que pueden incluir tocar, empujar,
jalar, amago de morder y/o petseguit.

A coloca su natiz cerca de alguna parte del
cuerpo de R sin tocarlo y lo huele.

A toca a R con su cola. Se observé tocamiento
con cola hacia la espalda, manos, cabeza y cola
de los receptores. Este contacto durd siempre
menos de 5 segundos.

A corre hacia R, mientras R huye.

A corre hacia el sitio ocupado por R. Como
respuesta, R puede huir, retirar o ignorar el
acercamiento de A.

A observa insistentemente a R y puede hacer un
movimiento repentino y/o agresivo hacia R.
Normalmente acompafiado de una vocalizacién.

2 A es actor, R es receptor.
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Los metabolitos esteroides se extrajeron siguiendo una
modificacién del método descrito en Wasser ¢/ a/. (2000). Brevemente,
se agitaron 0,6 g de heces homogeneizadas, liofilizadas y pulverizadas
durante 24 h en 6,0 ml de metanol de grado analitico. Los extractos se
centrifugaron (460g durante 30 min a —4° C) y se recuperd el
sobrenadante que contenia los esteroides. Después de completar la
evaporacion (a 60° C) del disolvente, los sedimentos se reconstituyeron
con 3 ml de tampodn de albumina y se usaron para el analisis de MGCF.
Los ensayos de MGCEF se realizaron en el Instituto de Ciencias Médicas
y Nutricion Salvador Zubiran, en la Ciudad de México. Los niveles de
MGCEF en todas las muestras se midieron utilizando un kit de cortisol de
Radioinmunoanilisis '*T comercial (Izotop, Institute of Isotopes Litd.,
Budapest, Hungtia; sensibilidad = 2.9 nmol / I; rango de calibracién =
0-1,600 nmol / 1) y un contador gamma (Cobra Modelo E5005, Packard
Inc., Downers Grove, Illinois, EE. UU.). El fabricante informa de una
baja reactividad cruzada con corticosterona (4,3%). Cuando se
agregaron a los puntos de curva estandar, los extractos fecales
agrupados, mostraron una precision de R, = 0,98 (n = 4, p <0,001). Las
diluciones en serie de extractos fecales dieron curvas de desplazamiento
paralelas a las obtenidas con el estandar de cortisol (t = 1.01, p = 0.152).
Los coeficientes de variaciéon intra e interensayo de los controles de alta
y baja calidad fueron 7.5% (alto, n = 12) y 8.2% (bajo, n = 12), y 6.3%
(alto, n = 25) y 12.1% (bajo, n = 25), respectivamente. Las
concentraciones de hormonas se reportan como nanogramos por gramo
de heces secas. Como una validacién fisiolégica de nuestro ensayo,
determinamos el efecto a corto plazo de la captura (un factor estresante
agudo) y la anestesia (ketamina) en el perfil de excrecion de
glucocorticoides fecales de dos monos arafia adultos (1 macho y 1
hembra) que se alojaron por separado del grupo de estudio. Estos
animales fueron capturados para el manejo veterinario, lo que brindé
una oportunidad unica para realizar la validacién fisiolégica. Se
recolectaron todas las muestras fecales (n = 15) desde 48 h antes hasta
48 h después de la captura, y se compararon los niveles de pre-captura
con las concentraciones post-captura con una prueba de Mann-Whitney.

Los niveles de MGCF alcanzaron su punto maximo en una media (£
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SD) de 18 £ 2,3 h después de la captura. Después de este resultado, para
evaluar los efectos de los tratamientos en los niveles de MGCEF, se
utilizaron muestras fecales recolectadas entre el segundo dia de cualquier
tratamiento particular y el primer dia en la condiciéon neutral después de
cada tratamiento.

Los niveles de MGCF post-captura (media £ SD = 161.3 £
130.5 ng/g) fueron significativamente mas altos que los niveles de pre-
captura (19.5 + 16.7 ng / g; Z = 3.18, pre-captura n = 6, post-captura n
=9, p <0.001), lo que indica que los ensayos de MGCF efectivamente
midieron las respuestas suprarrenales de los monos arafia a los factores
estresantes.

No se encontraron diferencias en los niveles de MGCF entre las
muestras recolectadas por la mafiana (9: 00— 12:00 h) y por la tarde
(12:00-17:00 h; prueba de Mann-Whitney Z = 1.15, mafana n = 90,
tarde n = 158, p = 0.257). Por lo tanto, se analizaron todas las muestras

fecales independientemente del momento de recoleccion.
3.3.7 Andalisis Estadisticos

Se calcul6 la frecuencia total de las interacciones sociales afiliativas y
agonisticas en cada tratamiento para cada individuo. La proximidad y la
alimentacion se analizaron como la proporciéon media de muestras
instantaneas por hora por individuo en las cuales cada individuo tenia a
otros miembros del grupo cerca o alimentandose, y se promediaron para
cada tratamiento. Calculamos los niveles medios de MGCF por
individuo por tratamiento para obtener una medida que reflejara la
actividad hormonal individual en respuesta a la presentacién del
alimento.

Para evaluar los efectos de la presentaciéon de los alimentos
sobre el comportamiento y los MGCF de los monos arafia, utilizamos
modelos mixtos lineales generalizados (GLMM (Rabe-Hesketh e al,
2005)). Ejecutamos un modelo para cada variable de respuesta
(frecuencia de agonismo, frecuencia de afiliacién, proximidad, actividad
de alimentacion y niveles de MGCF). Utilizamos modelos logisticos

multinomiales (y funciones de enlace de identidad) para analizar las
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interacciones sociales, ya que las frecuencias individuales de ambas
interacciones, afiliativa y agonistica, fueron bajas (rango de afiliaciéon =
0-4 interacciones por individuo por tratamiento; rango de agonismo =
0-5). Los niveles de MGCF fueron transformados a la raiz cuadrada y se
usé la transformacion arcoseno tanto para la actividad de proximidad,
como para la alimentacién, para asi lograr distribuciones normales. Se
verific6 que se cumplieran los supuestos de residuos distribuidos
normalmente y homogéneos. La identidad de cada individuo se utilizé
como factor aleatorio en todos los modelos. En cada modelo también se
incluyeron réplicas anidadas dentro del tratamiento y sujetos anidados
dentro del tratamiento como predictores categoricos para explicar la
variacion entre réplicas en las variables de respuesta registradas en cada
turno y la variaciéon entre sujetos en las variables de respuesta en cada
tratamiento. Cuando el tratamiento tuvo un efecto significativo en una
variable respuesta, se realizaron comparaciones post-hoc entre los
tratamientos con GLMM (n = 20 casos). En estas pruebas, el
tratamiento se incluyé como un factor fijo y la identidad individual se
utiliz6 como un factor aleatorio.

Todos los analisis se realizaron con SPSS v.22.0 (IBM Corp.,
Armonk, N.Y., EE. UU.). El umbral estadistico se establecié en p <
0.05.

3.4 Resultados

Las estadisticas descriptivas para las variables respuesta se presentan en
la Tabla 3.3. Las frecuencias de las interacciones sociales afiliativas y
agonisticas, asi como las proporciones de registros instantaneos en los
que los individuos tenfan otros miembros del grupo en proximidad no
se vieron afectadas por el tratamiento (Tabla 3.4). En contraste, tanto la
actividad de alimentacién como los niveles de MGCF variaron
significativamente en funcién del tratamiento. Los monos arafia pasaron
una menor proporcién de tiempo de alimentacioén en el tratamiento PA
que en los tratamientos VDM, VDPG y VDPP, y en el tratamiento GA
que en los tratamientos VDPG y VDPP (todas las pruebas post hoc
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GLMM p<0.05; Tabla 3.3). En este modelo también hubo una variacién
significativa entre los individuos en el tiempo de alimentacién dentro de
los tratamientos (GA: Fi 2 = 18.05, p <0.001; PA: Fy 2 = 17.11, p
<0.001; VDM: Fy 2 = 9.51, p < 0.001; VDPG: Fy 20 = 5.57, p = 0.005;
VDPP: Fy 2 = 691, p = 0.002; tabla x). Los niveles de MGCF en los
tratamientos GA y PA fueron significativamente mas altos que en los
tratamientos VDFM, VDPL y VDPS (todas las pruebas post hoc
GLMM p <0.05; Tabla 3.3).

3.5 Discusion

En el presente estudio examinamos como la competencia por recursos
en monos arafla en cautiverio se vio afectada por la variacién a corto
plazo en la disponibilidad de alimento. En particular, esperabamos que
tanto el comportamiento como los niveles de glucocorticoides variaran
en funcién de los cambios en el tamano, la distribucién y la calidad de
los parches de alimento. Mientras que las interacciones sociales y los
patrones de proximidad no se vieron afectados por la variacion en la
presentacion de los alimentos, cuando los alimentos se concentraron, el
tiempo dedicado a la alimentacién disminuyé y los glucocorticoides
aumentaron, en comparacién con los tratamientos en los que se
disperso los alimentos. El tiempo dedicado a la alimentacién también
varié significativamente entre los individuos en las presentaciones de
alimentos. Por lo tanto, nuestro estudio sugiere que la presentaciéon de
los alimentos, y especificamente la distribuciéon de alimentos, puede ser
un factor importante que determina el comportamiento y la respuesta

fisiolégica al estrés de monos arafia en cautivetio.
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Tabla 3.4 Resultados GLMM

F d.f. P
Afiliacién (modelo nulo) 0.57 29,17 0.908
Tratamiento 0.43 4,17 0.788
Replica (tratamiento) 1.65 5,17 0.200
Sujeto (tratamiento) 0.36 20,17 0.986
Agonismo 0.47 29,16 0.961
Tratamiento 1.45 4,16 0.265
Replica (tratamiento) 0.24 5,16 0.938
Sujeto (tratamiento) 0.352 20,16 0.985
Proximidad 1.46 29,20 0.193
Tratamiento 0.49 4,20 0.743
Replica (tratamiento) 1.28 5,20 0.311
Sujeto (tratamiento) 1.69 20,20 0.124
Alimentacion 10.59 29,20 <0.001
Tratamiento 17.99 4,20 <0.001
Replica (tratamiento) 1.31 5,20 0.300
Sujeto (tratamiento) 11.43 20,20 <0.001
MGCF 2.81 29,20 0.010
Tratamiento 14.72 4,20 <0.001
Replica (tratamiento) 0.89 5,20 0.505
Sujeto (tratamiento) 0.91 20,20 0.583

Aunque algunos estudios reportan interacciones agresivas y
desplazamientos agonisticos entre monos arafias salvajes en contextos
de alimentaciéon (Symington, 1987; Chapman, 1990), en general, la
agresion es poco frecuente (Asensio ez al, 2008; Aureli & Schaffner,
2008; Slater ez al., 2009). Ademas, hay poca evidencia de la existencia de
relaciones de dominancia (es decir, consistencia en los resultados de los
conflictos agonisticos diadicos) tanto en poblaciones silvestres como en
cautivas (Aureli & Schaffner, 2008). La frecuencia de las interacciones
sociales y la proximidad entre los individuos no se vieron afectadas por
la presentaciéon de los alimentos, incluso cuando se agruparon. Sin
embargo, los monos arafla cambiaron su comportamiento en
condiciones de alimento agrupado: el tiempo total de alimentacion
disminuyd; la variaciéon en el tiempo de alimentacién entre los
individuos dentro de los tratamientos fue significativa para todas las

presentaciones de alimentos, pero fue mas marcada cuando estos se
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agruparon. Aunque no se registraron cambios en la competencia de
interferencia (es decir, interacciones conductuales entre competidores
(Miller, 1967)) a lo largo del estudio, es posible que las diferencias entre
los miembros del grupo en la prioridad de acceso a los alimentos
permitieran a algunos individuos mantener sus tiempos de alimentacion,
pero no a otros. Por ejemplo, la hembra adulta que tuvo una cria mostro
una baja variacién en el tiempo de alimentacién durante el estudio,
mientras que el macho juvenil tuvo un tiempo de alimentacién bajo
cuando se agruparon los alimentos en comparacién a cuando se
dispersaron. Tales diferencias en la prioridad de acceso a los alimentos
podrian explicarse por la deferencia de algunos individuos durante la
alimentacién, como se ha informado en otros primates (por ejemplo,
lémures de cola anillada, Lemur catta (Kappeler, 1990)). Sin embargo, la
disminucién en la proporcion de tiempo dedicado a la alimentacién con
alimentos agrupados se asocié a niveles generales mas altos de MGCEF,
lo que sugiere que esta presentacion de alimentos representé una
situacién estresante para todos los individuos. Por lo tanto, las
diferencias entre los individuos en cuanto a la prioridad de acceso a los
alimentos, incluso si no estan acompafiados por un comportamiento
agresivo, podrian reflejar una mayor competencia por el alimento. Para
los individuos con prioridad en acceso a los alimentos, los niveles mas
altos de MGCF podrtian reflejar los efectos de los desafios fisicos
asociados con los cambios en el comportamiento dirigidos a defender
los recursos alimenticios (por ejemplo, vigilancia), y para todos los
individuos el riesgo percibido de tener que desalojar o ser expulsados de
las bandejas de alimentos pudieron haber representado un factor
estresante psicosocial significativo (Creel, 2001; Abbott ez al., 2003).
Ademas, para una especie que se enfrenta a la competencia por
alimentos ajustando el tamafo del subgrupo a la abundancia de
alimentos (Asensio e# al., 2008), podria ser particularmente dificil lidiar
con los recursos alimenticios agrupados cuando los individuos no
pueden emplear sus estrategias normales de division en subgrupos. Por
lo tanto, en especies que no compiten agresivamente por los alimentos,

como los monos arafia, la acumulacién de recursos alimenticios puede
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llevar a la aparicion de diferencias interindividuales en la actividad de
alimentacion y resultar en estrés fisiolégico.

Aunque este fue un estudio a corto plazo, los monos arafia
presentaron respuestas fisiolégicas muy inmediatas a los cambios en su
entorno. Los cambios en los MGCF se documentaron desde el primer
tratamiento, como lo demuestra la diferencia significativa entre los
tratamientos VDM (distribucion dispersa) y GA (distribucion agrupada).
Estos cambios también fueron muy consistentes a lo largo del estudio,
porque la variaciéon en los niveles hormonales entre las repeticiones en
cada tratamiento y entre los individuos en cada tratamiento no fue
significativa. La variacién observada en los niveles de MGCF durante el
estudio sugiere que los individuos pudieron mostrar respuestas
glucocorticoides saludables a los desafios impuestos por nuestra
configuraciéon experimental, pero también que la presentaciéon de
alimento tal vez no sea un factor estresante tan fuerte como para
provocar estrés cronico (Wingfield ez a/. al., 1998; Sapolsky ez al., 2000)
en monos arafia cautivos. L.a modulaciéon de los glucocorticoides es
parte de la respuesta al estrés fisiologico adaptativo, y estas hormonas
estan involucradas en diversas acciones (Sapolsky ez a/., 2000). Antes del
inicio de nuestro estudio, los alimentos se habian ofrecido al grupo en
una presentaciéon agrupada durante muchos afios. Si esa presentacion
representara un factor estresante lo suficientemente fuerte y prolongado
como para inducir una respuesta de estrés cronico, no esperariamos que
los individuos presenten una variacién en los niveles de MGCF en
respuesta a nuestra configuraciéon experimental, o tal variacién no
deberia ser consistente durante todo el estudio (por ejemplo, individuos
que responden a cambios en la presentacion de alimentos en lugar de a
variaciones en las caracteristicas de los parches de alimentos).

Hay varias implicaciones de nuestros resultados para el manejo
de monos arafia en cautividad. Primero, en contraste con la mayoria de
los zooldgicos, los monos arafia de nuestro estudio: (1) nunca estin
expuestos a un gran numero de personas que no les son familiares; (2)
puede evitar el contacto con humanos debido al tamafio del recinto y la
vegetacion presente en €l; (3) no son capturados para procedimientos

veterinarios de rutina; (4) estan expuestos a condiciones ambientales
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naturales relacionadas con la temperatura ambiente, la humedad relativa
y la luz. En los zooldgicos, estos atributos del ambiente en cautividad
tienen un efecto positivo en el bienestar de los individuos (Hosey, 2005;
Morgan & Tromborg, 2007; Mason, 2010). El hecho de que los
individuos presentaran cambios significativos en su comportamiento y
estrés fisiologico en respuesta a la variacién en la presentacion de los
alimentos sugiere que los entornos naturalistas en cautiverio y las
practicas de manejo de baja intensidad no son suficientes para asegurar
el bienestar de los monos arafia. En segundo lugar, el comportamiento
agresivo entre los miembros del grupo no se vio afectado por la
variacion en la presentacion de los alimentos, incluso cuando éstos se
agruparon. Por lo tanto, nuestro estudio articularfa con un analisis
previo del comportamiento agresivo entre monos arafia en cautiverio
para descartar la competencia por alimento como un factor importante
asociado con la aparicion de agonismo que pueda provocar lesiones o la
muerte de los individuos (Davis e al, 2009). Finalmente, también
manipulamos experimentalmente la disponibilidad espacial del alimento
cuando no existia una variacién temporal en la presentacién de dichos
alimentos. Nuestros resultados indican que cuando los alimentos se
presentan solo una vez durante el dia, los alimentos dispersos pueden
ser suficientes para limitar la aparicion de competencia tréfica. En este
sentido, enfatizamos que agregar una segunda bandeja / estacion de
alimentacion, cuando solo hay una presente, puede no representar un
aumento significativo en el esfuerzo de manejo, pero mejorara el

bienestar de los individuos.
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4.1 Resumen

La similitud ecoldgica entre especies puede conducir a una competencia tréfica
interespecifica. Sin embargo, cuando coexisten especies ecolégicamente similares,
pueden diferir en estrategias de bisqueda de alimento y uso del hébitat, lo que
puede conducir a una particién de nicho. En la presente Tesis, se midi6 la
amplitud del nicho isotépico, que es un proxy de la amplitud del nicho tréfico, en
monos aulladores de manto (Alwuatta palliata) y negros (A. pigra) en alopatria y
simpatria, se evalué si presentaban particion de nicho utilizando mediciones
isotopicas en pelo y se estim6 el grado de solapamiento entre las diferentes
condiciones, asi como de ambas especies en el area de simpatria. Entre 2008 y
2012, se recolectaron muestras de pelo de 203 individuos (115 de monos
aulladores negros y 88 de monos aulladores de manto) y se utilizé espectromettia
de masas con relacién de isétopos de flujo continuo para estimar §13C y 6°N. Se
describi6 la amplitud del nicho isotépico de cada especie en cada condicién (es
decir, alopatria y simpatria) a través de la estimacién bayesiana de las areas de
elipse de desviacion estandar. En alopatria, la amplitud del nicho isotépico y la
variacion isotopica fueron similares en ambas especies. En simpatria, los monos
aulladores negros tuvieron un nicho isotépico significativamente mas amplio, que
estaba determinado principalmente por los altos valores de 41N, e incluia la mayor
parte del nicho isotépico de los monos aulladores de manto. El nicho isotépico de
los monos aulladores de manto no fue diferente entre simpatria y alopatria. Las
métricas de diversidad isotépica demostraron que, a pesar de compartir la misma
area, cada especie presenta diferente forma y tamafio de nicho isotépico en el area
donde convergen ambas especies. La coexistencia de estas especies ecolégicamente
similares estd vinculada a ajustes de nicho tréfico por una especie, sin embargo, las
caracteristicas particulares de dichos ajustes (por ejemplo, particion dietética,

espacial o sensorial) aun no se han abordado.

Palabras clave: Alwuatta, coexistencia, area de elipse de desviacién estindar,
simpattfa, nicho tréfico.
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4.2 Introduccion

La interaccion entre individuos de diferentes especies en una comunidad
puede conducir a la competencia por recursos limitados (Pianka 1981).
En general, cuanto mas ecolégicamente similares sean dos especies, mas
probable es que la competencia entre ellas sea intensa, aunque la
intensidad de la competencia variara de acuerdo con las especies
involucradas, el tamafo de las poblaciones que interactian, la variacion
del nicho interindividual, y la abundancia de recursos (Aratjo ef al., 2011,
Dammhahn & Kappeler 2014; Davies ez al, 2007). La competencia
interespecifica intensa puede eventualmente derivar en la exclusién de
una especie (Wisheu 1998). Aun asi, es comun encontrar especies
ecolégicamente similares que viven juntas en la misma comunidad
(Dayan & Simberloff 2005), lo que indica que existen estrategias que
permiten la coexistencia (Chase & Leibold 2003).

La particién de recursos minimiza la competencia interespecifica
y permite la coexistencia de especies (Schoener 1974). La particiéon de
recursos generalmente se basa en la segregacién en una o varias
dimensiones del nicho de las especies (n-hipervolumen sezs# Hutchinson
1957), incluidas las dimensiones temporales, espaciales y tréficas. Dada
la influencia directa del consumo de alimentos en los parametros de la
eficacia biologica (e.g., Grant & Grant 2002), se puede esperar que las
estrategias que permitan la segregacion de nichos tréficos estén bajo una
fuerte presion selectiva y, por lo tanto, su estudio puede contribuir con
informacién critica para comprender la coexistencia de especies. Las
especies simpatricas pueden segregar sus nichos tréficos alimentandose
de diferentes alimentos, o en diferentes lugares u horarios (Lopez-Bao ez
al., 2016; Steinmetz e al., 2011; Vanak et al., 2013; Vernes 2003). Sin
embargo, la segregacion trofica estara supeditada a la disponibilidad de
recursos, de modo que la alta estacionalidad en la abundancia de
alimentos o la escasez de estos provocada por la actividad humana
puede conducir a un mayor solapamiento de nichos troficos (Kuhnen ef
al., 2017).

122



Particion de nichos isotépicos en dos especies simpatricas de monos aulladores

Los tejidos corporales de los consumidores contienen una firma
isotopica estable que refleja la composiciéon isotépica de su dieta
(Hobson & Clark 1992; Hobson 1999). Por lo tanto, el analisis de
is6topos estables permite investigar la ecologfa tréfica de individuos en
libertad (Crawford ez al., 2008; Newsome ez al., 2007). La proporcion de
is6topos estables de carbono (6°C) aporta informacion principalmente
sobre la dieta y el uso del habitat, mientras que la proporcién de
nitrogeno (6°N) es una representacion de la posicion tréfica (Crawford
et al., 2008; Newsome ef al, 2007). Combinados, representan una
aproximacién del nicho isotépico, que proporciona informacion
cuantitativa sobre dos de las principales caracteristicas de los nichos
troficos: amplitud del nicho (es decir, uso del habitat) y posicién del
nicho (es decir, el lugar de la poblacion en la red tréfica; Bearhop ez al,
2004; Newsome ef al., 2007; Turner et al., 2010). Los tejidos inertes,
como el pelo, son particularmente utiles para el analisis de isétopos
estables, ya que su composicion isotopica revela los valores isotopicos
de la dieta en el momento de la sintesis del tejido (Oelze, 2016).
Ademas, dado que la incorporaciéon de isétopos en el pelo se produce
durante varios dias o meses, y debido a que no se produce recambio
después de la deposicion de isétopos, la firma isotopica del pelo permite
transmitir informacién sobre la dieta del individuo durante un largo
periodo de tiempo y este registro puede conservarse indefinidamente
(Ayliffe et al., 2004; Ben-David & Flaherty, 2012).

Los primates, tanto extintos como existentes, son un buen
modelo para explorar la coexistencia de especies porque las
comunidades de primates generalmente incluyen varios taxones y con
frecuencia se encuentran especies ecoldgicamente similares viviendo en
simpatria (por ejemplo, Deane ¢ al., 2013; Ganzhorn et al., 1999; Peres
& Janson, 1999). Tal es el caso de los monos aulladores (género
Alonatta). Los monos aulladores son una radiacién neotropical de
primates que incluye 12 especies (Cortes-Orttiz ez al., 2015a). Todas las
especies son diurnas, arboreas, viven en grupos sociales y tienen una
dieta frugivora-folivora (Kowalewski e# al, 2015a, b). Se han descrito
varias zonas de contacto entre especies a lo largo de su rango de

distribuciéon (Cortes-Ortiz e al, 2015b). En particular, los monos
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aulladores de manto (A. palliata) y negro (A. pigra) viven en simpatria en
el sur de México (Cortés-Ortiz et al, 2015b). En alopatria, ambas
especies tienen dietas que se ajustan al patréon tipico de frugivorfa-
folivoria observado en el género, pasan mas tiempo alimentandose de
las hojas que de las frutas y consumen aproximadamente el 20% vy el
50% de las mismas especies de plantas y familias, respectivamente (Dias
& Rangel-Negrin, 2015). Por lo tanto, los monos aulladores de manto y
negros representan un modelo adecuado para explorar las respuestas de
especies  ecolégicamente  similares a la competencia  trofica
interespecifica.

El objetivo de este estudio fue investigar la variaciéon en el nicho
tréfico de los monos aulladores de manto y negros entre las condiciones
de alopatria y simpatria haciendo mediciones bivariadas 6°C x 6°N de
su nicho isotépico. Dada la ausencia de jerarquia alimentaria en ambas
especies, no se esperaron diferencias en los valores de is6topos
vinculadas al sexo de los individuos. Se examinaron dos hipétesis. La
primera planteaba que, dada su similitud ecoldgica, el nicho tréfico de
ambas especies deberfa ser similar en alopatria. Se probaron dos
predicciones de esta hipotesis: 1) ambas especies deberfan tener rangos
similares de 6°C y 6N, 2) ambas especies deberfan tener amplitud de
nichos isotopicos similares. Como las poblaciones alopatricas viven en
diferentes condiciones climaticas y de vegetacion (ver Material y
Métodos), que son factores que pueden afectar los valores de 6°C y 6°N
(e.g., Ambrose, 1991; Codron et al, 2013a; Craine et al, 2009;
Diefendorf e al., 2010; Ehleringer ez al., 1986; Ehleringer & Cooper,
1988; Farquhar ez al., 1989; Heaton, 1987; Kohn, 2010; Martinelli ¢# a/,
1999 ; Swap et al., 2004; Szpak et al., 2013; van der Merwe & Medina,
1991), se esperaba que los nichos isotopicos no se superpongan
significativamente entre las poblaciones alopatricas. En segundo lugar,
se planted la hipdtesis de que el nicho tréfico de ambas especies deberfa
divergir en simpatria, lo que indicarfa una particiéon del nicho. Las
predicciones fueron las siguientes: 1) ambas especies presentarian rangos
similares de 6°C y 6N, 2) ambas especies abarcarfan amplitudes de
nicho isotépico similares, 3) los nichos isotopicos no deben solaparse

significativamente, lo que indicarfa que los individuos explotan los

124



Particion de nichos isotépicos en dos especies simpatricas de monos aulladores

recursos alimenticios de manera diferente. En otras palabras, se
esperaban los mismos atributos de nichos isotopicos en ambas especies
en ambas condiciones, pero mientras que en alopatria esta similitud serfa
una consecuencia de la variacién ambiental (efectos climaticos y de
vegetacion en las firmas isotopicas), en simpatria estarfa asociada a la

particién de nicho.
4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Nota ética

Este estudio se adhiri6é a los principios de la Sociedad Americana de
Primatélogos (ASP) para el tratamiento ético de los primates no
humanos. El Comité para el uso y cuidado de animales de la
Universidad de Michigan (UCUCA) aprobé los protocolos utilizados
para el manejo de animales y la recoleccién de muestras (permiso #
09319). Los permisos para la recoleccion y el transporte de muestras
fueron  proporcionados  por autoridades mexicanas  (SGPA
/DGVS/03676/07, SGPA /DGVS/06116, SGPA /DGVS/03293/10,
SGPA /DGVS/10637/11 y CITES MX 74679), guatemaltecas (CESA
/mam/Exp.7739) y espaifiolas (ES-BB-00038-151). Este estudio cumpli6
con los requisitos legales de la ley mexicana (NOM-059-SEMARNAT-
2010).

4.3.2 Sitios de estudio

El estudio se realizé en el sureste de México y Guatemala (Fig. 4.1). La
condicién alopatica de los monos aulladores de manto se localizé en el
estado de Veracruz (Los Tuxtlas), donde se tomaron muestras de dos
grupos. La condiciéon alopatica de los monos aulladores negros se
localiz6 en el estado de Campeche (México; ocho grupos) y en El Petén
(Guatemala; un grupo). La condicién de simpatria se localizé en el
estado de Tabasco (area de Macuspana, México), donde tomamos

muestras de 25 grupos.
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Figura 4.1 Ubicacion de los grupos muestreados. Rango de distribucién de
los monos aulladores de manto (Alvnatta palliata, gtis claro) y negro (Alonatta
pigra, gris oscuro). Los cuadrados negros representan ubicaciones de grupos. El
recuadro es un zoom de grupos muestreados en la condicion de simpatria.

(Ilustraciones de primates: Stephen Nash).

Algunos individuos en el area de simpatria estan cruza debido a
la hibridaciéon (Cortés-Ortiz et al, 2007, 2019). Sin embargo, los
individuos cruzados son producto de generaciones multiples de cruzas
entre individuos hibridos e individuos de especies parentales (Cortés ez
al, 2019) y su morfologia (Kelaita et al, 2011) coincide con su
comportamiento (es decir, los individuos que lucen como A. palliata, se
comportan como monos aulladores de manto, y los individuos con

rasgos fenotipicos de A. pigra, se comportan como monos aulladores
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negros: Ho ez al., 2014; Kitchen ez al., 2017). Por lo tanto, para este
estudio identificamos individuos como monos aulladores de manto o
negros segun su morfologfa.

El clima en todas las condiciones es tropical, con variaciones en
la precipitacion anual. En todas las condiciones hay estacionalidad en las
precipitaciones, con una estacion seca que ocurre entre los meses de
enero a mayo. Aunque la perturbacion humana ha resultado en un
reemplazo significativo de la vegetacién original por campos agricolas y
otros usos antrépicos de la tierra en todo el sur de México (Sanchez-
Colon et al., 2009), todos nuestros sitios de estudio se ubicaron en el

bioma "Bosques humedos de hoja ancha tropicales y subtropicales"

(WWF, 2019).
4.3.2.1 Tabasco

Tabasco es un estado calido y humedo ubicado en el sureste de México.
Durante el periodo de muestreo, mostrd una precipitacion media anual
que vari6 de 2,069.7 a 2,617.3 mm (SMN, 2017). La temperatura media
anual fue de 26.1°C (max. 31.2° y 20.8°C min.). La zona donde se
realizaron las capturas pertenece a la ecorregion "Bosques humedos
Petén-Veracruz" (WWF, 2019).

En este estudio, la mayoria de las muestras (N = 142)
pertenecen a individuos capturados en remanentes de bosque en
Tabasco, donde coexisten las especies A. pigra y A. palliata (Cortés-Ortiz
et al., 2007). De todas las regiones estudiadas, Tabasco es la mas afectada
por la alteracién del habitat. El tipo de vegetacién dominante original en
esta region solfa ser grandes areas de bosque tropical semiperenne y
perenne (Rzedowski 2006), pero se ha fragmentado severamente
durante los ultimos afios. Actualmente, los bosques restantes en
Tabasco se encuentran en un paisaje de pastizales, ranchos ganaderos
privados, tierras de cultivo y pueblos (Sanchez-Colon er al. 2009). Las
poblaciones de aulladores que viven aqui estan aisladas en archipiélagos
de parches de bosques principalmente secundarios que varfan en
tamafio, calidad de hdbitat y distancias de aislamiento a otros

remanentes de bosque. Ocasionalmente, varios grupos de monos
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aulladores (hasta tres en el estudio actual; ver Anexo 2) podrian residir
en un solo parche de bosque simultineamente. Con frecuencia, se
encuentran grupos de ambas especies muy cerca, y en ocasiones incluso
descansando o alimentandose del mismo arbol a la vez, lo que a veces
da lugar a casos de hibridacién entre ellos (Dias ez al., 2013).

En esta area, es mas probable que ocurran consecuencias
negativas derivadas de los asentamientos humanos que en areas mas
preservadas. Estos incluyen: registro, contacto visual y/o acustico con
personas y depredacion por perros domésticos cuando se mueven a
parches circundantes en busca de fuentes de alimentos adicionales
(Rangel-Negrin ez al., 2011).

4.3.2.2 Campeche

La regién de Campeche también tiene un clima subtropical calido, con
un conjunto de precipitaciones anuales de 1,425.2 a 1,560.0 mm durante
el periodo de muestreo y una temperatura promedio anual de 26.3°C,
con un promedio maximo y minimo de 32.5° y 20.2° C, respectivamente
(SMN, 2017). La zona donde se realizaron las capturas pertenece a la
ecorregion “Bosques humedos de Yucatan” (WWF, 2019).

Aunque las actividades humanas ocurren en esta region, los
monos aulladores se enfrentan a estresores antropogénicos bajos dentro
de un area forestal relativamente bien conservada, donde los tipos de
vegetacion dominantes son bosques estacionales semi-caducifolios y de
hoja perenne (Miranda & Fernandez, 1963). Los ocho grupos de .A. pigra
capturados en esta region se distribuyen en areas separadas, excepto dos
de ellos que habitan en la Reserva Forestal El Tormento, aunque no se
observo que sus areas de distribucion se superpongan y en realidad estan
separadas por una carretera. Hsta reserva es un area protegida y
relativamente grande de bosque tropical primario de aproximadamente
1,400 ha (Van Belle & Estrada, 2008). La Reserva de la Biosfera de
Calakmul representa la mayor area de bosque tropical en México y la
principal region de bosque tropical en América del Norte, siendo parte

del Corredor Biolégico Mesoamericano. La reserva cubre 723,185 ha y
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presenta tipos de vegetacion semi-caducifolia alta (> 30 m), mediana (15
a 25 m) y corta (4 a 15 m) (Arriaga ez al., 2000).

Por otro lado, Chicbul es un area relativamente pequefia de 5 ha
que muestra un bosque semi-caducifolio bajo y medio. Esta ubicado en
un paisaje altamente humanizado, donde la mayor parte de su habitat
original se ha convertido en tierra agricola, a solo 320 m del pueblo mas
cercano (Rangel-Negrin e al., 2014); por lo tanto, el grupo aullador que
habita esta regién vive bajo estresores antropogénicos descritos

anteriormente.
4.3.2.3 Veracruz

El clima es calido subtropical, mostrando una temperatura media anual
de 22.9°C con un promedio maximo y minimo de 28.1° y 17.8 C,
respectivamente. La precipitacién media anual durante el periodo de
muestreo fue de 1.695,9 mm (SMN, 2017). La zona donde se realizaron
las capturas pertenece a la ecorregion “Sierra de Los Tuxtlas” (WWE,
2019).

El estado de Veracruz representa el limite mas septentrional para
la distribucién del género Alwnatta en el continente americano (Estrada
& Coates-Estrada, 1988). En esta regién, fueron capturados dos grupos
de A. palliata. Uno en La Flor y el segundo en Jalapilla.

La Flor, Catemaco (~ 120 ha) es una plantacion de palma
ornamental que consiste en vegetacion primaria y secundaria. El dosel
estd compuesto de especies arbéreas tipicas de la selva primaria no
perturbada y los monos aulladores arbéreos pueden moverse libremente
a través de los arboles. Por lo tanto, La Flor constituye un sitio
practicamente tranquilo, a pesar de la cosecha diaria de palmeras
ornamentales en el sotobosque (Ho ¢z al., 2014).

El grupo restante de A. palliata esta en Rancho Jalapilla,
Acayucan (~ 30 ha), una franja riberefia estrecha pero larga de bosque
secundario rodeado de pastizales. Esto es parte de una gran propiedad
privada con acceso muy restringido a las personas y, por lo tanto, los

monos a menudo no interactiian con asentamientos humanos o perros
(Ho et al., 2014).
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4.3.2.4 Guatemala

El clima en Guatemala también es calido subtropical. Durante el
periodo de muestreo, mostré una temperatura media anual de 26.5° C,
con un promedio maximo y minimo de 33.6° y 20.2° C,
respectivamente. La precipitaciéon anual promedio ese afno fue de 2,332.2
mm (INSIVUMEH, 2017). L.a zona donde se realizaron las capturas
pertenece a la ecorregiéon “Bosques himedos de Yucatan” (WWE,
2019).

Un grupo de A. pigra fue capturado en Guatemala en el sitio
arqueoldgico 'El Chal', que es un fragmento de 21 ha de vegetacion
primaria y secundaria ubicado en el municipio de Dolores, al sur de
Petén, con una elevacion promedio de 270 msnm (Morales & Laporte
1995). La densidad de la poblaciéon de monos aulladores aqui es de 90
individuos / km® El fragmento est4 rodeado de pastos de ganado y se
encuentra cerca del pueblo "El Chal". Esta 4rea constituye uno de los
ultimos fragmentos de bosque que perdura en la regién y se ha
mantenido alli debido al sitio arqueolégico que esta protegido por los
guardias del parque. Aproximadamente solo 3.49 ha estan cubiertas por
una jungla madura de tamafio y composicion adecuados para satisfacer
las necesidades de los monos aulladores, donde estan los templos mayas,

y son constantemente visitados por turistas.
4.3.3 Toma de muestras

Durante las estaciones secas de 2008-2012, se recolectaron muestras de
pelo de todos los individuos pertenecientes a 36 grupos, con un total de
200 monos aulladores: 49 monos aulladores negros en alopatria, 64
monos aulladores negros en simpatria, 75 monos aulladores de manto
en simpatrfa, y 12 monos aulladores de manto en alopatria. Se siguieron
los procedimientos de captura y manejo descritos en Canales-Espinosa
et al. (2011). Para cada animal capturado, la recoleccién de pelo siguié un
protocolo estandar: se corté un mechoén de pelo del area abdominal lo
mas cerca posible de la piel con unas tijeras quirurgicas de punta fina,

con cuidado de no dafiar la piel. Cada muestra de pelo se colocod en un
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sobre de papel, que a su vez se insert6 en una bolsa de plastico y se

almacend en un ambiente fresco y oscuro hasta el momento del analisis.

Cuadro 4.1 Fases de crecimiento capilar

El pelo de estos primates no crece de manera indefinida, sino que tiene
un crecimiento ciclico, llamado ciclo piloso. Cada ciclo piloso transita
por tres fases; Fase Anagena: en esta fase el pelo esta pegado a la papila,
nace y crece. El pelo crece sin cesar debido a que las células de la matriz
del foliculo se dividen constantemente; Fase Catagena: es una fase de
transicion durante la cual el crecimiento se detiene y se separa de la
papila, cesando la actividad de las células de la matriz, incluido los
melanocitos; adicionalmente, el bulbo toma un aspecto cilindrico; Fase
Telogena: es la fase del descanso y de caida del pelo. La rafz del pelo
toma un aspecto de cerilla y aun permanece insertado en el foliculo
algun tiempo hasta su caida (Camacho ez a/,, 2013).

Los foliculos atraviesan veinte ciclos pilosos cada uno,
independiente de los que haya a su alrededor, de manera que los pelos
de un mismo mechén no pueden considerarse contemporaneos. De
hecho, una muestra tomada de cualquier individuo sano contendra un
promedio de 85-90% de pelo en fase de crecimiento y un 10-15% en
fase inactiva. Esta composiciéon puede introducir un sesgo que puede
confundir la informacién de la dieta mas reciente que se puede obtener a
partir de las fibras del pelo. Por esta razon, en esta fase del estudio,
unicamente seran analizados los 5 cm mas proximales a la base del pelo,
y de esta manera la sefal analizada se correspondera practicamente al
alimento asimilado durante un periodo de aproximadamente 27 semanas
(ca. 7 meses) previas a la toma de la muestra, considerando que la tasa
de crecimiento del pelo para estas especies es de aproximadamente 1.8

mm semanales.
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Estas poblaciones han sido el foco de un estudio para obtener
datos morfologicos y de comportamiento en el cual se inclufa la captura
y contencion de los individuos, durante la cual se recolectaron muestras
de pelo. La combinacién de datos de y morfolégicos con muestras bien
documentadas para el analisis proporcion6é una prueba fortuita, pero
adecuada de las expectativas descritas a continuacion.

El material vegetal de los bosques particulares habitados por las
poblaciones de monos no estaba disponible para el analisis. Aun asf,
dada la naturaleza general de las respuestas de las plantas a los procesos
que ocurren durante la fotosintesis, podemos suponer que los tejidos
vegetales de la cubierta relativamente abierta de los bosques secos y
caducifolios tienen proporciones de isétopos estables que son
significativamente diferentes de las proporciones en los tejidos vegetales

del dosel cerrado, en los bosques de hoja perenne.

4.3.4 Andlisis de isétopos estables

Antes del analisis, se cortaron 10-15 pelos de cada mechén muestreado
con la misma longitud (aproximadamente 5 cm, suficiente para evaluar
la variacion isotdpica de varios meses; Anexo 1), lo mas fino posible.
Luego se homogeneizé6 manualmente el pelo y se colocé en tubos
Eppendorf para limpiarlo secuencialmente con acetona, etanol y agua
destilada en un rotador durante aproximadamente 1 h cada uno, para
eliminar los lipidos o la suciedad adheridos. Todas las muestras se
secaron en un horno (60 ° C) hasta alcanzar un peso constante. Esta
metodologia fue disefiada siguiendo los procedimientos de limpieza
informados en diversos estudios que utilizaron muestras de pelo para el
analisis isotopico (por ejemplo, Ayliffe ez al., 2004; Codron et al., 2013b;
Crowley, 2012; Schoeninger e al., 1997).

Se pesaron submuestras de pelo (aproximadamente 0.4 mg para
6”C y 6°N) y se colocaron en capsulas de estafio. El analisis isotopico se
realiz6 mediante andlisis de espectrometria de masas elemental con
relaciéon isotépica utilizando un Thermo Finnigan Flash 1112 acoplado a

un espectrometro de masas con relacioén isotdpica Delta a través de la
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interfaz ConFlo III. Los analisis fueron realizados en el Centre de
Serveis Cientifics i Tecnics (CCiT) de la Universidad de Barcelona. Las
firmas de iso6topos estables se informaron en notaciéon J convencional
(%0). El estindar para 6°C fue el carbonato de calcio Vienna PeeDee
Belemnite (VPDB), y el estindar §°N fue el nitrégeno atmosférico (Ny).
Se insertaron estandares internacionales (sulfato de amonio, nitrato de
potasio, 4cido glutimico para §°N y polietileno, sacarosa y éacido
glutimico para ¢°C) después de cada 12 muestras para calibrar el
sistema y compensar en caso de desvio a través del tiempo. La precision
y exactitud fue <0.1 %o para 6°C y <0.3 %o para §°N.

4.3.5 Analisis de datos

El sexo no tuvo efectos significativos (modelos lineales mixtos usando
la identificacion del grupo como factor aleatorio) en los valores de §°C
(A. palliata: Foss = 0.03, P = 0.859; A. pigra: Fs112 = 3.34, P = 0.071) o
0"N (A. palliata: Foss = 1.97, P = 0.163; A. pigra: Fsiiz = 0.75, P = 0.390).
Por lo tanto, no se incluy6é este factor en analisis posteriores. Las
muestras de individuos infantes (IN = 3) no fueron analizadas en este
estudio considerando la evidencia previa de que los infantes (< 1 afio de
edad) normalmente presentan valores isotdpicos atipicos debido a la
fase de lactancia (Dalerum e7 a/., 2010; Reitsema 2012).

Para caracterizar el nicho isotopico de cada especie en cada
condicién (es decir, alopatria versus simpatrfa), se calcularon: 1) valores
isotopicos medios y se compararon los valores isotopicos con las
pruebas de Kruskal-Wallis seguidas de pruebas post-hoc de Mann-
Whitney con niveles de significancia corregido para comparaciones
multiples (Bonferroni corregido P <0.004); 2) el rango de valores de
6"”C, que es un proxy de la diversidad de recursos consumidos (Layman
et al., 2007); 3) el rango de valotres de 6N, que es una aproximacion del
numero de niveles tréficos ocupados (Layman ef al, 2007); 4) la
amplitud de nicho isotépico utilizando métricas bivariadas basadas en el
espacio isotépico que conforman los valores de 6°C x 6”°N (Jackson e#
al, 2011). Especificamente, se calcularon las 4areas de elipse de

desviaciéon estandar corregidas para un tamafio pequefio de muestra
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(SEAc), que representan el tamafio del nicho isotépico de la poblacion,
corregido para tamafos de muestra pequefios. También se generaron
estimaciones bayesianas de area de elipse de desviacion estandar (SEAD)
para verificar las diferencias en la amplitud de nicho isotépico a través
de comparaciones de intervalos crefbles de 95% de SEAb; 5)
solapamiento de SEAc de cada par de especie/condicién como la
proporciéon de la suma de las areas no superpuestas de las elipses
(funcion "bayesianOvetlap" en SIBER).

Utilizando datos de grupos que habitan exclusivamente dentro
de la localidad de simpatria (Tabasco), estimamos la diversidad isotopica
de cada especie y el grado correspondiente de superposicion isotopica
entre las dos especies, a través de las métricas propuestas por
Cucherousset & Villéger (2015). Este enfoque complementa el marco
desarrollado por Layman e a/. (2007) y Jackson ef al. (2011) Si bien el
primero es util porque integra la importancia de los organismos en los
bordes, su debilidad es que afecta el tamafo de la muestra. El area de
elipse estandar no afecta el tamafo de la muestra, pero coloca el foco en
el centro del nicho tréfico.

Por otro lado, estas métricas de diversidad isotopica son
matematicamente independientes del nimero de organismos utilizados
en el calculo y pueden explicar la abundancia o biomasa de organismos.
Ademas, este método ofrece una técnica para escalar ejes de isétopos
estables, nivelados para tener el mismo rango (por ejemplo, 0-1), al
cuantificar la diversidad isotépica y para cuantificar los niveles de
superposicion isotopica entre dos grupos de organismos, a fin de
minimizar un potencial sesgo causado por la diferencia entre intervalos
de valores y diferentes is6topos estables.

Todas las métricas y las areas de elipse de desviacioén estandar se
calcularon con el paquete R "SIBER" (Jackson & Parnell, 2019).
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4.4 Resultados

Tanto los valores de §°C (5= 92.3, P <0.001), como los de 6"N (y°; =
56.4, P <0.001) variaron entre especies / condiciones, siendo miés altos
(P <0.004 en todas las comparaciones por pares) en monos aulladores
negros que viven en alopatria y en monos aulladores negros en simpatria
que en todas las demas especies/condiciones, respectivamente (Tabla
4.1; Figura 4.2). El rango de ¢°C fue muy similar entre
especies/condiciones, aunque marginalmente mds pequefio en los
monos aulladores de manto que viven en alopatria. En alopatria, el
rango de 6°N fue el mismo en monos aulladores negros y monos
aulladores de manto. El rango de 6N en monos aulladores negros en
simpatria duplicé el de ambas especies en alopatria, mientras que los
monos aulladores en simpatria tenfan un rango intermedio.

El area de solapamiento fue la mas alta entre los nichos
isotopicos de ambas especies que vivian en simpatria, que era el doble
del area de solapamiento entre los monos aulladores negros en alopatria
y los monos aulladores de manto en simpatria (Figura 4.5). El SEAc de
ambas especies en simpatria y de monos aulladores de manto en
alopatria se solapé mas que el SEAc de monos aulladores negros en
alopatria y los monos aulladores negros en simpatria y los monos
aulladores de manto en alopattia.

Las métricas de diversidad isotépica (Cucherousset & Villéger
2015), ayudan a visualizar mejor el grado de solapamiento de los nichos
isotopicos de A. pigra y A. palliata tnicamente en el area donde las dos
especies concurren (Fig. 4.6). Estas medidas demostraron que, a pesar
de compartir la misma 4rea, e incluso el mismo parche en mas de un
caso, cada especie presenta diferente forma y tamafo de nicho
isotopico. Se puede observar que en el area de simpatria la similitud
isotopica entre ellas es muy baja (ca. 0.2), a pesar de ser un area
relativamente pequefia, inclusive con algunos grupos compartiendo el
mismo parche. De la misma manera, el anidamiento indic6 que el grado
de solapamiento isotépico entre las dos especies tampoco fue

importante (ca. 0.5).
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Los monos aulladores negros que vivian en alopatria y los
monos aulladores de manto que vivian tanto en alopatria como en
simpatria, tenfan amplitudes de nicho isotopico similares, como lo
demuestran los valores de SEAc y SEAb (Tabla 4.1; Figura 4.3). Los
monos aulladores negros en simpatria tenfan un nicho isotépico

significativamente mas amplio que otras especies/condiciones (Fig. 4.4).

Tabla 4.1. Valores isotopicos en pelo de dos especies de monos aulladotes

habitando en simpatrfa y alopatria en el sureste de México y Guatemala.

Variables de Alouatta pigra Alouatta palliata
nicho isotopico
Alopatria Simpatria Simpatria  Alopatria
N=49 N=064 N=175 N=12
Media 8'3C (%) -24.5 -25.5 -25.5 -25.3
313C rango (%oo) -25.9-(-23.8) -26.4-(-24.2) -26.4-(-24.7)  -25.9-(-24.7)
Media 85N (%o) 3.7 5.4 4.0 3.9
315N rango (%o) 2.6-5.0 3.4-8.0 2.6-5.9 2.5-4.9
SEAp 0.76 1.46 0.86 0.70
SEADb;? 0.75 1.44 0.85 0.67
95% 1.C.2 0.55-0.97 1.11-1.84 0.66-1.06 0.42-1.01

2 Areas de elipse de desviacién estindar corregidas para muestras
pequefias (SEA,), Areas de elipse de desviacion estiandar Bayesianas (SEA)), y
SEA,. Intervalos de credibilidad del 95% fueron calculados utilizando SIBER

(ver Jackson e al., 2011 para mas detalles acerca de estas métricas).
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Figura 4.2 Variacién en los valores de 6C (A) y 5N (B) entre las dos
especies de monos aulladores que viven en alopatria y simpatria. Las
lineas gruesas dentro de las cajas muestran las medianas; los diamantes negros
son las medias; los limites de las casillas son los percentiles 25 y 75; los bigotes

indican los valores minimos y maximos; los puntos de datos se trazan como

circulos rojos. Comparaciones por parejas realizadas con pruebas univariadas
de Mann-Whitney: n.s. = no significativo; *** = p <0,004.
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Figura 4.3 Variacion en los valores de 6¥C y 6*N de muestras de pelo de
mono aullador y elipses bivariadas (SEAc) estimadas a través del
analisis SIBER (Stable Isotope Bayesian Ellipses in R). 4. pigra en
alopatria = circulos rojos ovales y abiertos; A. pigra en simpatria = évalo azul y
triangulos abiertos; A. palliata en simpatria = 6valo naranja y signos de
tiempos; A. palliata en alopatria = 6valo verde y signos mas. SEAc se
calcularon a partir de la varianza y la covarianza de las relaciones de is6topos y
revela el nicleo central del nicho dietético isotépico de los animales de estudio.
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Figura 4.4 Graficos de densidad que muestran los intervalos de
credibilidad de las areas de elipse de desviacion estandar para monos
aulladores alopaticos y simétricos estimados por analisis SIBER. Azul
palido=50%, azul claro= 75% y azul oscuro= 95%. Los puntos blancos son las
areas de elipse de desviacion estindar promedio de cada especie/condicién

corregida para un tamafio de muestra pequefio (SEAC).
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Figura 4.5 Solapamiento (nimeros dentro de los recuadros) de las areas
de elipse de desviacion estandar (SEAc) de monos aulladores alopaticos
y simpatricos estimados por analisis SIBER. La intensidad del color

aumenta con el solapamiento de SEAc.
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Figura 4.6 Similitud y Anidacién de nichos isotépicos. A. pigra (rojo) y A.

palliata (azul) en la zona de simpattia.

4.5 Discusion

Aprovechando un area de simpatria natural entre dos especies de monos
aulladores se analizé si la coexistencia de especies ecologicamente
similares esta asociada a la particiéon del nicho tréfico, evaluada a través
del célculo de nicho isotépico. Conforme a la hipétesis planteada, en
condiciones alopatricas la amplitud del nicho isotopico y la variacion
isotopica fueron similares en los monos aulladores de manto y negros, lo
que confirma su similitud ecolégica a nivel tréfico. También se encontrd
evidencia de particiéon de nicho tréfico entre estas dos especies en
simpatria. Sin embargo, contrariamente a las predicciones, esta particion
no estaba vinculada a la segregacion de nicho isotdpico, como lo indica
la alta proporciéon de nichos isotopicos no solapados. Mas bien, los
monos aulladores negros tenfan un nicho isotépico significativamente
mas amplio en simpatria, que estaba determinado principalmente por los
altos valores de 4N, e inclufa la mayor parte del nicho isotépico de los

monos aulladores de manto. Ademas, el nicho isotépico de los monos
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aulladores de manto no fue diferente entre simpatria y alopatria. Por lo
tanto, es posible que la coexistencia de estas dos especies esté vinculada
a ajustes troficos realizados por los monos aulladores negros.

Los valores isotopicos que encontramos son consistentes con
los previamente reportados para monos aulladores de América Central y
del Sur (Schoeninger et al., 1997; van der Merwe & Medina, 1991), asi
como con valores reportados para otros primates (por ejemplo, grandes
simios: Oelze ¢ al., 2014; lémures: Crowley ez al., 2013). Es probable que
esta consistencia se deba al hecho de que los monos aulladores, como la
mayoria de los primates (Harcourt, 2006), habitan en bosques tropicales
dominados por vegetacion con una ruta fotosintética C; (Blumenthal ez
al., 2016). Aun asi, los monos aulladores negros presentaron un rango
isotépico mayor que el reportado en estudios previos para este género,
especialmente en valores de §°N. Ademis de su posible relaciéon con un
alto grado de flexibilidad trofica de esta especie cuando se encuentra en
simpatria (discutido mas adelante), es importante tener en cuenta que
nuestros resultados se basan en un tamafio de muestra (N = 200
individuos) considerablemente mayor que el de los anteriores estudios
(N =12 en Schoeninger ¢z al., 1997; N = 1 en van der Merwe & Medina,
1991).

Los monos aulladores negros que vivian en simpatria con los
monos aulladores de manto tenfan el nicho isotépico mas amplio,
mientras que la amplitud del nicho no variaba entre las
especies/condiciones  restantes. No obstante, hubo un gran
solapamiento de nicho entre las especies en simpatria. La superposicion
de nichos entre especies basicamente define la exclusion o coexistencia
de especies cuando tiene lugar la competencia (De Roos ez 4/, 2008). El
solapamiento de nichos puede causar ajustes en el uso del habitat y el
nicho tréfico (por ejemplo, Lush ez a/., 2017; Merkle ez al., 2017; Oelze et
al., 2014), pero también marginacién y desaparicion de especies (por
ejemplo, Beaudrot e a/., 2013; Simon & Townsend, 2003; Steinmetz e7
al., 2011). Por el contrario, la diversificacién de nichos, en la que las
especies competidoras se centran en diferentes recursos o explotan los
mismos recursos en diversos lugares o momentos (es decir, la division

del nicho espacial o temporal), favorece la coexistencia de especies
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(Chesson 2000; Tilman 1982). Dado que, a pesar de la importante
variaciéon en el clima y la vegetacion, el nicho isotopico de los monos
aulladores de manto no vari6 significativamente entre las condiciones, la
coexistencia de los monos aulladores de manto y negro probablemente
se ve favorecida por la diversificacion del nicho isotépico por parte de
los monos aulladores negros. Las observaciones a largo plazo sobre los
patrones de distribucién de especies en simpatria confirmaran si se
produce la coexistencia o la exclusion, aunque la alteracién del habitat
que se presenta actualmente en el area amenaza gravemente la viabilidad
de ambas poblaciones (Dias ¢# al., 2013).

En ausencia de observaciones de comportamiento y de medicion
de isétopos estables en los alimentos consumidos por los monos
aulladores, solamente es posible especular sobre las causas de la
variaciéon observada en los valores isotépicos. Mientras que es plausible
sugerir que el alto §°C de los monos aulladores negros en alopattia, la
condiciéon mas seca en del estudio, podria estar asociado a una relacion
negativa entre los niveles de lluvia y §°C, correlacién que se ha
reportado frecuentemente (por ejemplo, Schoeninger ef al., 20106), es
mas dificil explicar el alto 6°N de esta especie en simpattia. Los valores
medios de §°N de los monos aulladores negros en simpatria fueron
similares a los de chimpancés omnivoros (Pan troglodytes: Oelze et al.,
2014), lémures de raton insectivoros-frugivoros (Microcebus spp.: Crowley
et al., 2013), o monos arafia frugivoros (Aeles geoffroyi: Schoeninger et al.,
1997). Por lo tanto, es posible que los monos aulladores negros
consuman mas alimentos enriquecidos en nitrégeno que los monos
aulladores de manto, como leguminosas (Schoeninger ¢z al., 1997) o
alimentos de origen animal (Crowley ez al., 2013; Fahy et al., 2013; Oelze
et al., 2011). Aun asi, las diferencias de las medias en 6°N entre los
monos aulladores negros simpitricos y otras especies/condiciones no
alcanzaron el umbral de 3%o, que generalmente se considera como
reflejo de un cambio en el nivel tréfico (Ben-David & Flaherty 2012;
Blumenthal ef al., 2016 ; Crowley, 2012; DeNiro & Epstein, 1981; Post,
2002), sugiriendo que el consumo de proteina animal, si se produce,
puede ser poco frecuente o restringido a contextos particulares (p. e¢j.,

individuos con acceso a huevos: Bicca- Marques ez a/., 2009).
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Si la variacion del nicho isotépico entre las especies de monos
aulladores que viven en simpatria esta realmente vinculada a la variacion
del nicho tréfico, sus mecanismos subyacentes quedan por determinar.
Es sabido que, en comparacién con los monos aulladores de manto, los
monos aulladores negros en promedio dedican mas tiempo al consumo
de frutas que a las hojas (Dias & Rangel-Negrin, 2015) y que puede
haber variacién entre las especies en la vision del color (Matsushita ef a/.,
2014). La wvariacién a pequefia escala en las proporciones de los
alimentos consumidos y la variaciéon sensorial podrian facilitar la
coexistencia de las especies (Falk ef al, 2015; Lush ez al., 2017), incluso
en ausencia de una particién espacial o temporal en el nicho (Carothers
& Jaksic, 1984; Schoener 1974), por lo que la futura investigaciéon sobre
los mecanismos de particiéon de nicho podria centrarse en estos factores.

En resumen, se hall6 evidencia de que el nicho isotépico de dos
especies de monos aulladores varfa de alopatria a simpatria a través de la
ampliacién del nicho isotopico de una de las especies cuando se
encuentra en simpatria. Por lo tanto, los resultados sugieren que la
coexistencia de los monos aulladores negros y de manto esta vinculada a
ajustes de nicho tréfico, aunque las caracteristicas particulares de dichos
ajustes (por ejemplo, particion dietética, espacial o sensorial) aun quedan

pendientes de abordar en futuras investigaciones.
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Discusion y sugerencias para futuros estudios

La presente Tesis se dividié en tres apartados orientados a entender de

qué manera los primates mexicanos responden a la variabilidad en la
disponibilidad de alimento en un entorno altamente afectado por la
perturbaciéon antropogénica, a través de dos métodos no invasivos
frecuentemente utilizados en los ultimos afios en ecologfa animal: la
evaluacion de metabolitos de hormonas esteroides presentes en heces y
el analisis de is6topos estables en pelo.

Ambos enfoques aportaron valiosa informaciéon al estudio
fisiologico, socio ecoldgico y trofico de estas especies que de otra
manera serfa imposible conocer. Por un lado, la evaluacién hormonal en
heces permitié establecer valores de referencia para una especie
ampliamente estudiada (Aluatta pigra), con los que hasta ahora no se
contaba.  Asimismo, las herramientas enddcrinas  permitieron
correlacionar la  respuesta fisiologica frente a cambios en la
disponibilidad de alimento en un grupo experimental de Azeles geoffroyi, a
pesar de no observarse cambios significativos en las interacciones
sociales, derivados de dichos cambios en la presentacion de la dieta.

Por otra parte, se llevo a cabo un estudio integrando el analisis
de isétopos estables en pelo para describir la amplitud y solapamiento de
los nichos isotopicos de dos especies de mono aullador (Akwatta pigra y
A. palliata), en condiciones tanto de simpatria, como de alopatria. La
descripciéon del nicho isotopico de ambas especies a través de esta
técnica resultd adecuada para explorar aspectos de su ecologfa trofica
desde una nueva perspectiva, revelando evidencia de un posible ajuste
trofico cuando se encuentran en condiciones de simpatria, un proceso
dificil de advertir unicamente a través de métodos clasicos de
observacion de la conducta.

A pesar de que estas técnicas poseen un vasto potencial para el
conocimiento ecolégico y fisiolégico de primates, es importante resaltar
que ambas ofrecen un enfoque complementario a la observacion
directa de estas especies. Es decir, los resultados que arrojan tienen un
alcance limitado per se y deben estar siempre englobados en el contexto

ecoldgico de cada especie.
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Este estudio destaca la importancia de adoptar un enfoque
multifactorial para comprender como la dieta, el estrés y la coexistencia
pueden tener efectos interactivos que influyen en la dindmica de las

poblaciones de estos primates.

5.1 Validacion fisiolégica y analitica de los métodos

de extraccion y determinaciéon hormonal

En primer lugar, se realizé la validacion analitica de dos métodos de
determinacion hormonal: Radioinmunoensayo (RIA) y
Quimioluminiscencia (SPECEI) en cuatro hormonas esteroides:
cortisol, estradiol, progesterona y testosterona. Dichas hormonas fueron
extraidas de heces de monos aulladores negros (Aluatta pigra) en
libertad. También se llevé a cabo la validacién fisiolégica de dichas
hormonas, es decir, se demostré que las funciones fisiolégicas de dichas
hormonas pueden ser determinadas por métodos no farmacolégicos.

Asimismo, con el objetivo de determinar cual método de
extraccion es mas eficaz para obtener estas mismas hormonas, se llevo a
cabo la comparaciéon de dicho método en base seca utilizando dos
disolventes: metanol (100%) y etanol (100%). Los resultados de los dos
métodos de extraccion empleados mostraron porcentajes de
recuperacion similares en las cuatro hormonas analizadas, promediando
55.3% (=50-59.65%, dependiendo de la hormona). Esto coincide con lo
hallado por Wasser y Hunt (2005), quienes llevaron a cabo la
comparacion entre etanol y metanol en concentraciones del 90% vy
100% con el método de ebullicion con el propédsito de medir la
recuperaciéon de glucocorticoides, en donde ambos métodos arrojan
valores similares. Cabe mencionar que, para el caso de cortisol, los
resultados fueron consistentes con estudios que han demostrado que el
metanol al 80% es el diluyente que logra una mejor extraccion de
cortisol en muestras secas, por encima del etanol (Aguilar, 2010).

A pesar de que los primates del Nuevo Mundo tienen una
concentraciéon mas alta de esteroides excretados tanto en orina como en

heces que primates del Viejo Mundo (Ziegler ¢z al., 1997), la eficiencia de
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recuperacion hormonal hallada en la presente investigacion es baja a
comparaciéon con la reportada en estudios realizados con otros
mamiferos, incluyendo primates del Viejo Mundo. En estos, se han
registrado valores entre 70-95%, obteniendo incluso hasta un 100%
dependiendo del esteroide y la especie estudiada (Wasser e# al., 2000,
Lynch ez al., 2003; Young ez al., 2004; Wasser & Hunt 2005; Van Belle ez
al., 2009; entre otros).

Lo anterior puede deberse a diferentes factores, entre los cuales
se puede mencionar que en dichos estudios se utilizé6 el método de
ebullicién, mientras que aqui se usé el bafio marfa. Otra razén puede ser
la diferencia en el tiempo que se agitaron las muestras en el vortex, ya
que en este estudio este procedimiento solamente se aplicé por 1 min,
mientras que otros autores (Ziegler y Wittwer, 2005) recomiendan un
tiempo de 5 min. Destaca el hecho de que, a diferencia del presente
trabajo, otros autores trabajaron con muestras humedas y obtuvieron
porcentajes de recuperacion mayores (Cristobal-Azkarate ez al., 2007,
Martinez-Mota ez al., 2007 y 2008; Van Belle ¢ al., 2009), si bien esto
discrepa de Wasser y col. (1993), quienes opinan que al secar las
muestras se reduce la variacién en la cantidad de flujo, lo que deriva en
valores finales mas consistentes de concentraciones esteroides. Cabe
ademas destacar que el porcentaje de humedad en muestras fecales de
monos aulladores puede alcanzar el 80%, pero que esta varfa de acuerdo
con el tipo de items alimenticios que los individuos consumen previo al
momento de la colecta de las muestras (Ramirez-Saldivar, 2007). Por lo
tanto, ya que la concentraciéon de humedad puede interferir en la
medicién de las concentraciones de hormonas, es preferible realizar la
medicion de hormonas en muestras secas.

En los dltimos afios se han utilizado los dos diluyentes en
diversos estudios (Rangel-Negtin ez al., 2009; Lynch e a/., 2003; Hunt ez
al., 2004; Hernandez, 20006), asi como mezclas de ambos (Van Belle 7
al., 2009; Wasser et al., 2000; Young et al., 2004; Ziegler et al., 2000). Al
respecto, Ziegler y Wittwer (2005) recomiendan usar por lo menos 30%
de solvente, ya sea etanol o metanol, aconsejando incluso utilizar una
mezcla de ambos. La ventaja de esto reside en que tanto esteroides

conjugados, como sin conjugar, seran extraidos de la muestra fecal. En
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este sentido, se recomienda utilizar aquel del cual se tenga mayor
disponibilidad en el sitio de analisis, ya que, como mostraron los
resultados, las diferencias en costos y desempefio no son significativas
para extracciones de hormonas en estos primates.

Por su parte, los resultados arrojados por los dos métodos de
determinacién comparados a lo largo de las diferentes pruebas de
validacion efectuadas (exactitud, precision, sensibilidad, especificidad,
intervalo de calibracién y volumen requerido), revelaron que el mismo
ensayo puede no ser el mas apto en todos los sentidos para un mismo
esteroide. En virtud de que las hormonas esteroides son fuertemente
metabolizadas previo a la excrecion, no es de sorprender que los ensayos
que utilizan anticuerpos especificos para detectar esteroides en suero o
plasma puedan no ser apropiados para la cuantificaciéon de metabolitos
esteroides solamente presentes en heces (Whitten ez a/, 1998; Young es
al. 2004). Sin embargo, a pesar de que los anticuerpos utilizados en la
presente investigacion (Immulite® y COAT-A-COUNT®), fueron
originalmente desarrollados para cuantificar niveles de esteroides en
suero o plasma de animales de laboratorio, (ej., conejos), han
demostrado reaccionar apropiadamente con metabolitos esteroides en
muestras fecales en numerosas especies de primates (Cristobal-Azkarate
et al., 2000; Foerster & Monfort 2010; Rangel-Negtin ¢ al, 2014b;
Bertoli ez al., 2019; Behringer V & Deschner 2017; Dias ef al., 2017).

Aun asf, es importante notar que los diferentes esteroides y sus
metabolitos presentes en las heces son especificos de cada especie, y que
los niveles que son excretados a menudo representan solamente una
fraccion de la hormona en circulacién (Whitten ez al., 1998). Al respecto,
es importante resaltar que los ensayos aqui mencionados (RIA y SPCEI)
podrian tener un desempeno diferente si se usara otro tipo de kits de
anticuerpos comerciales disponibles en el mercado.

Las primeras comparaciones entre el Radioinmunoensayo y
Quimioluminiscencia se efectuaron hace poco mas de dos décadas para
cuantificar esteroides sexuales femeninos en humanos con el objetivo de
encontrar técnicas de ensayo que pudieran eliminar el uso de
radioisétopos (Rojanasakul ef @/, 1994). Aunque en dicha investigacion

no se compararon precisamente los mismos anticuerpos que en el actual
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estudio, es interesante destacar que no se encontré una diferencia
significativa entre los wvalores de estradiol obtenidos por los dos
métodos. Mientras que los niveles de ciertas hormonas, progesterona
entre  ellas, registrados con  Quimioluminiscencia  fueron
significativamente menores que con Radioinmunoensayo.

Lo anterior contrasta con lo reportado en la presente
investigaciéon, donde se hallé justamente lo opuesto; un mejor
desempeno del Radioinmunoensayo al leer estradiol, y mayor efectividad
del ensayo por quimioluminiscencia para cuantificar progesterona. Esto
subraya la importancia de validar estos métodos de lectura para cada
especie en particular.

En quimica analitica, el principal objetivo es el empleo de
métodos de analisis mas rapidos, selectivos y sensibles. En la practica,
resulta muy dificil encontrar métodos analiticos que combinen estas
cualidades y, en general, alguna de ellas debe ser sacrificada en beneficio
de las otras. Al mismo tiempo, al analizar hormonas, la necesidad de
determinar sustancias en cantidades muy pequefias puede suponer el
empleo de métodos costosos y que requieran capacitacion especial del
personal para manejar sustancias peligrosas.

En el caso especifico del Radioinmunoensayo o RIA, la
necesidad de contar con el equipo, material, laboratorio y personal
certificado para el manejo de radioactividad entre otros factores, hacen
que la técnica no siempre esté accesible a las necesidades de las
instituciones interesadas en el estudio endocrinoldgico de esta especie,
ya que factores como la conservacion y transporte de las muestras en
congelacion hacia el laboratorio, el procesamiento de un numero grande
de muestras para disminuir los costos, entre otros, impide, en la mayoria
de las veces que se tengan resultados de sélo un ejemplar en particular
y/o en el momento requerido (Ziegler & Wittwer 2005).

Aunado a esto existen otras desventajas al usar radioisétopos
como son el elevado costo, vigilancia de los desperdicios radioactivos y
riesgos al personal técnico (Rojanasakul ez a/, 1994). La técnica también
representa un alto consumo de tiempo, lo cual no resulta apropiado si se

trabaja en laboratorios en condiciones donde se alterne con el trabajo
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clinico rutinario y sea necesaria la continua obtencién de resultados de
muestras de pacientes humanos.

Asi, para poder determinar el método mas apropiado para
cuantificar un esteroide en particular, es indispensable ponderar qué se
esta buscando. También es importante considerar las condiciones de
obtencién de muestra en campo, almacenamiento, transporte y recursos
disponibles en el laboratorio donde se llevaran a cabo los analisis
posteriores.

La importancia de las validaciones quimicas y fisioldgicas
especificas para cada especie se ha puesto de manifiesto en repetidas
ocasiones por numerosas revisiones acerca del monitoreo no invasivo de
hormonas en fauna silvestre (por ejemplo, Buchanan & Goldsmith,
2004; Palme, 2005; Touma & Palme, 2005; Wielebnowski & Watters,
2007). Aun asi, las investigaciones que utilizan mediciones endocrinas
ademas de observaciones de comportamiento y variables ambientales
podrian no considerar completamente la importancia de la validacion de
los ensayos (Buchanan & Goldsmith, 2004). Aunque los kits de analisis
disponibles comercialmente proporcionan algunos datos sobre la
validacién de inmunoensayos, esos resultados son relevantes solo para
las especies y matrices probadas por el proveedor comercial. Por lo
tanto, es necesario validar los ensayos para el uso en otra especie o en
diferentes matrices (Buchanan & Goldsmith 2004; Palme, 2005).

El presente trabajo ha puesto de manifiesto muchas diferencias
entre los estudios de las hormonas esteroides y también ha identificado
temas comunes. Estos temas han proporcionado algunos de los
principios y directrices bdsicos que permiten mejorar los futuros
estudios que involucran la medida de las hormonas esteroides fecales y

sus metabolitos en los primates mexicanos.
5.1.1. Sugerencias para futuros estudios

Una variable que podrtia influir de manera significativa los resultados
obtenidos es el bajo numero de muestras analizadas en las diferentes
pruebas de validacién, tanto analitica como fisioldgica, ya que esto limita

la potencia de las pruebas estadisticas. Originalmente se proyecto
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manejar cinco muestras para cada prueba, pero debido a problemas con
algunas muestras, éstas tuvieron que ser descartadas. En futuros
trabajos, lo ideal serfa tener un mayor numero de muestras debido a que
las diferencias individuales también podrian estar afectando los
resultados. De igual forma, el nimero de diluciones deberfa ser mayor,
para asi poder obtener una curva dosis-respuesta mas amplia.

Es interesante observar que para caracterizar metabolitos fecales
es recomendable realizar cromatograffa liquida de alta definicion
(HPLC) previo al analisis hormonal de todos los esteroides, como lo
sugiere mucha de la literatura disponible (Lynch e 4/, 2002; Lynch e# al.,
2003; Stanczyk ez al., 2003; Van Belle ¢z al., 2009). Esto es debido a que
después de la separaciéon cromatografica, la presencia de metabolitos
inmunoreactivos en fracciones colectadas se determina con diferentes
ensayos y, los metabolitos radiomarcados presentes son medidos. Este
procedimiento ayuda a esclarecer cuales metabolitos derivados de las
hormonas estan siendo medidos por los inmunoensayos aplicados
(Whitten et al., 1998; Bahr et a/. 2000; Palme 2005; Ziegler & Wittwer,
2005, Rangel-Negrin ez al. 2011; pero ver Hodges e al. 2010).

Es importante no dejar de lado que existen numerosos
esteroides conjugados en la sangre, y que solamente un numero pequeflo
de estos son probados con antisueros y estan comercialmente
disponibles como estandares para medir reacciones cruzadas (Stanczyk
et al., 2003). La consecuencia obvia es que la sensibilidad de los ensayos
no esta adecuadamente definida, y la determinacién de la especificidad
no es llevada a cabo a fondo por los fabricantes de kits de prueba de
diagnoéstico de hormonas (Stanczyk e al, 2003). Por ejemplo, la
validacion de la especificidad de un ensayo esta frecuentemente limitada
a mostrar datos compuestos de posible interferencia; de cualquier
forma, los metabolitos cuantitativamente importantes, especialmente los
conjugados, usualmente no son incluidos.  Existe una necesidad de
demostrar la especificidad del ensayo comparando los resultados
obtenidos con un kit con aquellos alcanzados mediante extraccién o
cromatograffa. La falta de una validacién adecuada de la sensibilidad y
especificidad de un ensayo frecuentemente conduce a resultados poco

confiables (Stanczyk ez al, 2003). Por esta razén es importante llevar a
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cabo una vasta validacién para cada kit previo a su aceptacion para
medir niveles hormonales en muestras de heces.

Por ultimo, para complementar esta investigacion, setfa
recomendable también realizar la validacion analitica para cuantificar
esteroides en suero y orina de esta misma especie; e igualmente
comparar otros métodos de determinacién hormonal existentes, como

EIA; asi como otros kits.

5.2 Respuesta frente a la variacion en la disponibilidad

de alimento

Se aplicaron técnicas no invasivas de determinacién hormonal en
muestras fecales a través de un estudio donde se examinaron las
respuestas socio-endocrinas de un grupo de monos arafia (Azeles geoffroy:)
frente a la variacion en la disponibilidad de alimento al que tenfan acceso
en condiciones de semi-cautiverio.

El presente estudio permitié poner a prueba las predicciones
dirigidas a explorar los correlatos entre relaciones sociales, caracteristicas
del alimento y caracteristicas grupales. El grupo de monos arana
seleccionado vivia en condiciones de semicautiverio, estaba conformado
por miembros de diferentes sexos y edades, y recibia aprovisionamiento
alimenticio, el cual era posible modificar. El disefio experimental incluy6
la manipulacién en la disponibilidad del alimento que se ofrece a los
individuos en funcién de la calidad de dicho alimento, con un registro de
las interacciones sociales que ocurren durante la alimentacién, ademas
de la correlaciéon de dichos registros con niveles de glucocorticoides
fecales individuales, efectivos indicadores de estrés en Ateles geoffroyi
(Rangel-Negrin ez al., 2009).

La calidad de la dieta en el experimento estaba dictada por la
preferencia de ciertos alimentos respecto a otros. Esta preferencia
coincide con estudios de preferencia de sabor en monos arafia que
muestran una respuesta preferencial a las concentraciones de azucar mas
bajas que las detectadas por otros primates no humanos y sugieren que

estas especies utilizan la dulzura como un criterio para la seleccion de
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alimentos que se correlaciona con su especializacion dietética (Laska ez
al., 1996).

Otro factor importante que considerar en la preferencia por
ciertos alimentos es la tendencia de los atélidos a comer pequenas
cantidades de alimento y dejar caer al suelo el resto, regresando a
recuperar los restos mas tarde (Wolfensohn & Honess 2005). Esta
conducta se repitié a lo largo del estudio, lo cual no necesariamente
refleja un rechazo a ciertos alimentos, sino una postergaciéon de su
consumo total, por lo que los registros espontaneos de alimentacion
fuera de la hora de aprovisionamiento también fueron tomados en
cuenta durante los registros focales.

Mientras que ni la proximidad entre los individuos, ni las
interacciones sociales se vieron afectadas por dicha variacion en la
disponibilidad del alimento bajo ninguna de las diferentes
presentaciones; tanto los niveles de glucocorticoides, como el tiempo
invertido en la alimentaciéon por parte de cada uno de los individuos, si
se vieron influenciados por esta variable de manera significativa
unicamente cuando el alimento se encontraba concentrado en una sola
bandeja.

Cabe considerar que los primates jovenes comunmente imitan el
comportamiento de forrajeo de los adultos, como la madre y los
miembros mayores de la familia (Llorente 2019), de manera que, el
patron de alimentacién de los individuos juveniles, especialmente el de
la cria infante, podria estar influenciado por este factor. Este mismo
elemento también podria explicar la notable disparidad en el tiempo
dedicado al aprovisionamiento entre los individuos juveniles y la hembra
adulta, madre de dichos juveniles, quien goz6 de una cierta prioridad de
acceso al alimento a lo largo del estudio, y como también se ha
observado en otros primates platirrinos con estructuras sociales flexibles
(De la Fuente ef al., 2018). Esto, junto con el consumo de alimentos no
preferidos o la exploracién a destiempo de los puntos de alimentacion
por parte de algunos individuos, podtia formar parte de un conjunto de
estrategias para evitar conflictos directos (Hessen ¢z al., 2014) cuando no

existe la posibilidad de dispersarse en subgrupos para forrajear.
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A lo largo del presente estudio la variaciéon en las interacciones
sociales no se vio afectada significativamente, aun cuando Ia
disponibilidad del alimento estaba de forma agregada y no tenfan la
posibilidad de ajustar el tamafio del grupo para evitar la competencia
trofica intragrupal, lo cual concuerda con el comportamiento poco
agresivo de Ateles geoffroyi (Aureli & Schaffner 2008). No obstante, por lo
general en las sociedades primates el tipo de competencia tréfica tiene
efectos en las relaciones sociales de los individuos (Janson 2000), como
es el caso de los macacos japoneses (Macaca fuscata), que tienen altas
probabilidades de presentar interacciones agonisticas cuando solamente
hay un punto de recursos alimenticios disponible (Hanya 2009).
Igualmente, la competencia por recursos en papiones oliva (Papio anubis)
esta relacionada con la distribucién mas que con la calidad del alimento
y dicha competencia se incrementa durante la temporada seca, es decir
cuando la disponibilidad de alimento es menor (Barton 1987).
Asimismo, durante un experimento con manipulacién en la distribucion
del alimento, Gore (1993) comparé las estrategias de alimentaciéon de
dos especies de cercopitécidos (Macaca mulatta 'y Papio hamadryas). Este
estudio seflalé que el tipo de vinculo afiliativo, especificamente entre
hembras, asi como el factor dominancia, determinan el tipo de
competencia por recursos que despliega cada especie en particular. Las
dos especies usaron estrategias diferentes para el mismo fin; los
babuinos fueron mas eficientes en la obtencién de alimentos, mientras
que los monos Rhesus tenfan una estrategia de alimentaciéon mas
flexible.

Como ya se ha mencionado, los periodos de escasez de
alimentos, durante los cuales los individuos no pueden alimentarse de
sus alimentos preferidos y, por lo tanto disminuyen su ingesta caldrica,
dan como resultado que muchos primates eleven los niveles de
glucocorticoides para hacer frente a estos periodos de estrés
nutricional, e.g. monos colobos rojos Procolobus rufomitratus (Chapman et
al., 2007), babuinos amarillos Papio cynocephalus (Gesquiere et al., 2008),
monos aulladores negros Aluatta pigra (Rangel-Negrin et al., 2014b), y
de manto A. palliata (Aguilar-Cucurachi ez al, 2010), lémures de cola
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anillada Lemur catta (Cavigelli 1999) y sifacas de diadema Propithecus
diadema (Tecot ¢t al., 2019).

Concretamente con el género Ateles, hasta ahora ha habido
pocos estudios sobre como estas especies con dinamica fusién-fision
ajustan su comportamiento social y patrones de agrupacion en
fragmentos pequefos de bosque, o de qué manera la disponibilidad de
alimentos influye en sus niveles de estrés fisiologico medido a través de
los glucocorticoides fecales (i.e. Rimbach ez a/, 2013, 2014; Ordofez-
Gomez et al., 2016; Rodrigues 2017). Ademas, todas estas observaciones
se han realizado en vida libre, sin controlar la disponibilidad de
alimento. En el presente estudio, el analisis de la variacién en los niveles
de metabolitos glucocorticoides reflej6 una competencia trofica
intraespecifica, a pesar de la baja incidencia de interacciones agonisticas
registradas entre los individuos durante el experimento.

Los resultados obtenidos gracias a los métodos no invasivos
sugieren que la dispersién de los alimentos es un factor que podria
disminuir las diferencias en la prioridad de acceso a los recursos
alimenticios entre individuos de Afeles geoffroyi, lo que reduce las
diferencias interindividuales durante las actividades tréficas y el estrés
fisiolbgico causado por una baja disponibilidad del alimento. Si bien este
estudio se realizé6 con un solo grupo pequeno de monos arafia en
semicautiverio, los resultados podrian extrapolarse a condiciones de
libertad, donde el alimento se encuentra cada vez mas concentrado en
parches y menos disperso a lo largo del medio natural debido,

principalmente, a perturbaciones de origen antropogénico.
5.2.1 Sugerencias para futuros estudios

Queda pendiente para futuras investigaciones determinar si el
comportamiento y la respuesta de estrés fisiologico de los monos arafia
en condiciones de semi-cautiverio también se ven afectados por la
variacion temporal en la presentaciéon de los alimentos, ya sea
aumentando los intervalos de tiempo entre aprovisionamientos, o

disminuyéndolos. Esta serfa una variable interesante que considerar ya
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que simularfa mas fielmente las condiciones naturales de la
disponibilidad de alimento para estas especies.

Otra medida para mejorar el alcance de estos resultados
dependera inevitablemente del monitoreo a largo plazo. Aumentar el
tiempo del estudio no sélo proporcionaria mayor cantidad de muestras
fecales con la finalidad de medir las respuestas de estrés de los
individuos a la variacién en la disponibilidad de alimento, sino que
también  aumentarfa el numero de registros  conductuales
significativamente.

Otra manera de optimizar la comprensiéon del impacto de la
variabilidad en la disponibilidad de alimento en esta especie es insertar
otros tratamientos de manejo aparte de los utilizados en esta ocasion. Es
decir, trazar combinaciones de presentacion de los alimentos distintas a
las ya utilizadas, ya sea de tamafio de bandejas, distancia entre ellas,
incorporar alimentos nuevos o el grado de dispersion de estos.

El comportamiento de Afeles, especificamente las interacciones
sociales o la competencia intrinseca por recursos observada en este
estudio, también podrian estar influenciadas por la interacciéon con las
hormonas esteroides sexuales, como se ha descrito anteriormente en
atélidos que viven bajo condiciones ambientales cambiantes, tanto en
libertad como en cautiverio (Campbell ¢z @/, 2001, 2004; Davis ez al.,
2005; Cerda-Molina e a/., 2006, 2009; Cristobal-Azkarate ¢ al., 20006;
Van Belle ¢ al., 2009; Rangel-Negtin ez a/l., 2011b, Rodrigues 7 al., 2015;
Dias et al., 20106), por lo que, para futuros estudios similares, seria
interesante incluir también el anilisis no invasivo de las hormonas
reproductivas de los individuos.

Finalmente, se sugiere efectuar el mismo estudio en paralelo con
otro grupo experimental, preferentemente configurado por individuos
de varias edades y sexos. También serfa interesante observar las
variaciones en las respuestas fisiologicas y de comportamiento si la
configuraciéon de dicho grupo no estuviera constituida por miembros

emparentados entre si.
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5.3 Particion de nichos isotépicos en dos especies

simpatricas de monos aulladores

Por dltimo, en el presente trabajo se aplicé un enfoque isotopico al
estudio de la ecologfa tréfica de dos especies de monos aulladores
(Alonatta palliata y A. pigra). Se examinaron las proporciones de §°C y
6"N en muestras de pelo pertenecientes a grupos silvestres de ambas
especies presentes en diferentes localidades de México y Guatemala.
Una vez obtenidos estos valores, se analizaron tanto la amplitud, como
el solapamiento de los nichos isotépicos de cada especie en condiciones
alopatricas y simpatricas.

Al igual que en otros estudios isotopicos en primates (Oelze er
al., 2011; Fahy et al., 2013; Crowley et al., 2014), primero se evalu6 la
variabilidad intraespecifica en los valores de §°C y §°N de acuerdo con
el sexo de los individuos para descartar el sesgo en nuestros datos
procedentes de esta variable. No se encontraron diferencias
significativas entre machos y hembras en ninguna de las especies, un
resultado que es congruente con el comportamiento tréfico de los
monos aulladores (Bicca-Marques & Calegaro-Marques 1994; Glander &
Teaford 1995; Pavelka & Knopff 2004).

A nivel de condicién y especie, la variaciéon en los valores
isotopicos registr6 diferencias significativas a una escala refinada en el
uso de recursos entre especies. A. pigra presenté niveles de §°C
ligeramente mas altos en alopatria y significativamente mayores de 6°N
en simpatria. En contraste, la SEAc de A. palliata no cambia
sustancialmente, ya sea en condiciones alopatricas o simpatricas.

Las hojas de los arboles en general poseen bajas concentraciones
de nitrégeno (Cork & Foley 1991), de manera que los niveles elevados
de 6N de A. pigra en simpatria podrian deberse a un mayor consumo
de frutos por parte de esta especie (Behie & Pavelka 2005; Dias &
Rangel-Negtin 2015), o a la ingesta de fuentes enriquecidas en nitrégeno
menos habituales que posiblemente ingieran cuando bajan a nivel del
suelo, un comportamiento asociado a la necesidad de encontrar

alimento que pueden desplegar estos primates cuando viven en habitats
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perturbados (Bicca-Marques 2003; Rodriguez-Toledo ez al., 2003; Pozo-
Montuy & Serio-Silva 2007), o inclusive la ingesta fortuita de porciones
del mismo suelo (Izawa 1993; Blake ez a/., 2010).

Otra posible, aunque poco probable, explicacion para los rangos
isotopicos tan diferenciados entre especies, sobre todo de 6N, podtia
ser el efecto dosel, un factor importante de la variacién isotopica en
habitats tropicales relevantes en la interpretacion isotépica en estudios
con primates (Sandberg e al., 2011, 2012). Esto apuntarfa a una posible
diferenciacion en el nicho espacial (Gause 1934, Hutchinson 1957) entre
estas dos especies en condiciones de simpatria, en la que A. palliata
ingiera hojas tanto de la zona media como de la copa de los arboles,
mientras que A. pigra consuma preferentemente hojas de la parte
supetior y/o mas cerca del borde del fragmento (Crowley ef al., 2012).

Asi pues, el rango de §°N de A. pigra, que duplica al de A.
palliata en simpatria, repercute consecuentemente en la amplitud del
nicho isotépico, que su vez, es un aproximado de la amplitud de nicho
trofico (Bearhop e7 al., 2004; Newsome ez al., 2007; Turner e al., 2010).
Cabe esperar que la amplitud tréfica de Albwatta pigra cambie debido a su
notable capacidad de explotar una amplia gama de recursos que
proporcionan alta energfa y que son dificiles de digerir. Estos resultados
coinciden con estudios previos acerca de la amplitud tréfica de esta
especie. Dias ef al. (2014) encontraron que la amplitud de dieta no estaba
influenciada por los atributos vegetales del medio, sino mas bien por el
grado de folivoria de esta especie, es decir que las dietas mas folivoras
conducen a dietas mas diversas.

Originalmente, se crefa que los folivoros no estaban limitados
por el alimento debido a que las hojas son superabundantes en los
habitats forestales. Sin embargo, se ha demostrado que los monos
aulladores son sumamente selectivos en su alimentacion, y que por lo
general prefieren las hojas jévenes de especies vegetales concretas
(Pozo-Montuy & Serio-Silva 20006; Cristobal-Azkarate & Arroyo-
Rodriguez, 2007; Dias ef al., 2011). Aunque la morfologia de los monos
aulladores negros y de manto es similar (Kelaita ez a/, 2011), se han
descrito diferencias en las estrategias ecologicas de estas especies, siendo

los aulladores negros quienes dedican mas tiempo al consumo de frutas
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que los aulladores de manto (Dias & Rangel-Negrin 2015). Los
resultados aqui descritos confirman esta evidencia, ya que en las
regiones alopatricas el ancho del nicho isotépico de estas especies fue
similar pero no superpuesto. Por el contrario, en simpatfa se observo
una alta superposicion de nicho entre las especies, aunque la amplitud de
nicho de los aulladores de manto se conservé practicamente igual que en
alopatria.

Dado que los monos aulladores han sido descritos como los
monos mas folivoros del Nuevo Mundo (Crockett 1998) y con la mayor
distribucién que cualquier primate neotropical (D1 Fiore ez al., 2010), era
de esperar que no hubiera solapamiento de nichos isotopicos en el area
de confluencia, donde justamente existe una degradacion del habitat mas
acusada (Dias ez a/., 2013), y en consecuencia una baja disponibilidad de
alimento, lo que a su vez, puede conducir facilmente a estrés nutricional
y derivar en niveles elevados de nitrégeno como en otros primates,
incluido el ser humano (Gibson 2011; Crowley ¢ al., 2013; Neuberger et
al., 2013).

El uso de herramientas isotopicas ha sido previamente utilizado
para comprender la plasticidad tréfica (Streicker & Allgeier 2016), para
documentar la relacién entre nicho tréfico y la perturbacion
antropogénica (Vennemann ef a/., 2001; di Lascio ¢f al., 2013; Leichliter ez
al.
ecolégicamente similares que convergen en un mismo paisaje
(Dammbhahn ez al., 2014, 2017; Hanane 2015; Lehmann ef a/., 2015).

La segregaciéon o particion de nicho tréfico también ha sido

2017) asi como para describir la coexistencia de especies

b

materia de estudio en varias especies ecolbégicamente similares (Giménez
et al., 2017, 2018; Martin et al., 2017). Sin embargo, el fenémeno de la
exclusion competitiva es un tema poco abordado en Primatologia (e.g.
Masters 1985; Preuschoft & de Waal, 2001), siendo la mayor parte de los
trabajos realizados con primates del Viejo Mundo (Sushma & Singh
20006; Beaudrot & Marshall 2011; Sandberg e @/, 2011; Dammhahn &
Kappeler 2014; Bersacola e al., 2015, Schiffler e al., 2015; Balestti ez al.,
2017; Polvadore et al., 2017). En primates platirrinos la particion y
solapamiento de habitat se ha examinado en contadas ocasiones (e.g.

Pontes 1997, Stevenson et al, 2000). En particular, los resultados

169



Capfitulo 5

obtenidos en el presente estudio contrastan con Agostini ef a/. (2010)
quienes encontraron una superposicion dietética inter e intraespecifica
similar entre grupos de diferentes especies de monos aulladores durante
todo el afio, concluyendo que estas especies de Alvuatta coexistentes son
ecolégicamente equivalentes.

Dado que A. pigra y A. palliata habitan en fragmentos con
tamafio y forma similares, se puede suponer que el nicho isotépico mas
amplio de los aulladores negros no se debe a la alteraciéon del habitat,
como se ha descrito para otros primates (e.g. langur de Frangois
Trachypithecus francoist: Hu 2011), sino a la interaccion con los aulladores
de manto. En este contexto, los resultados obtenidos en este estudio
apuntan a la inexistencia de un proceso de exclusion competitiva, ya que
ambas especies de hecho coexisten en el area de simpatrfa. En todo
caso, A. pigra parece ser capaz de desplegar una estrategia de forrajeo
mas generalista, y de esta manera ajustar su dieta para poder cohabitar
con A. palliata. Queda pendiente para proximas investigaciones
establecer los mecanismos detras de la amplitud del nicho tréfico de los
aulladores negros en condiciones de simpattia.

Las interacciones directas y competitivas entre especies son de
particular importancia para la estructura ecoldgica. Este estudio
contribuy6 significativamente al entendimiento de la coexistencia de
estas especies ecologicamente similares con el fin de tener una base
sobre la cual desarrollar nuevos proyectos para continuar esta linea de
investigaciéon centrada en la comprensiéon minuciosa de la ecologia

trofica de estas dos especies.
5.3.1 Sugerencias para futuros estudios

Aunque los monos aulladores habitan ecosistemas de bosques
tropicales, que estan dominados por vegetacion Cs, lo cual establece un
rango esperado de valores de 6°C, la naturaleza compleja de la
variabilidad isotépica en los sistemas de plantas y animales hace de vital
importancia el analisis de muestras vegetales del entorno para la
interpretacion integral de los valores isotopicos y el consiguiente espacio

isotopico de cualquier especie (Blumenthal ez a/, 2016). En este caso, la
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toma de muestras de pelo no fue planeada originalmente con la finalidad
de realizar estos analisis, por lo que no se contemplé la recoleccion
dichas muestras vegetales, siendo el obsticulo mas evidente para
explicar los resultados obtenidos. Por esta misma razén, el numero de
individuos muestreados en areas de alopatria fue relativamente bajo en
comparacion a aquellos muestreados en simpatria, aspecto que podria
considerarse para futuras ocasiones.

Por otro lado, la interaccién entre las preferencias dietéticas, la
disponibilidad de alimentos estacionales y el agotamiento de los parches
alimentarios varfa dentro y entre las especies en funcién de las
caracteristicas del habitat. Para poder abordar la influencia de la
heterogeneidad del hébitat, vinculada a la alteracién antropogénica,
sobre las proporciones isotopicas de las muestras, es necesario
enriquecer el trabajo con mediciones de fragmentaciéon del paisaje
(Arroyo-Rodriguez ez a/ 2013; Dias et al., 2013).

Los fragmentos pequefios tienen menos fuentes de alimento que
son adicionalmente mas pequefias (Arroyo-Rodriguez & Dias 2010).
Como consecuencia, los aulladores comen menos frutas, mas flores y
otros alimentos, y sus dietas son menos diversas. Estos cambios en la
dieta probablemente tienen un papel significativo sobre la amplitud de
nicho tréfico de las poblaciones de estos primates, en respuesta a la
heterogeneidad del medio ambiente, como sucede con otras especies de
primates (Loudon ez al., 2014).

Otro aspecto para considerar en futuros estudios es evaluar la
variabilidad intraespecifica en 6°C y §°N segtin la edad de los individuos
para descartar sesgo por estos factores. Algunos estudios reportan que
los patrones de comportamiento parecen aumentar el gasto de energfa
en los monos aulladores juveniles (Prates & Bicca-Marques 2008). Es
posible que tal comportamiento resulte de una estrategia de forrajeo
distintiva de los juveniles que incluya la ingesta de una amplia gama de
tipos de alimento. Tal estrategia probablemente resulte critica mas
adelante, durante el tiempo de aislamiento que los sub-adultos pasan
después de emigrar de sus grupos natales y antes de formar parte de un
nuevo grupo (Clarke 1990; Glander 1992). Durante ese tiempo, se ha

informado que los individuos ocupan habitats marginales, donde los
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alimentos preferidos son probablemente mas escasos, y la explotacion
de recursos alternativos puede ser crucial para la supervivencia.

Durante la captura de estos ejemplares, se suelen tomar
mediciones morfométricas como parte del protocolo de muestreo
(Rangel-Negrin ez a/ 2011a). De esta manera, cabria vincular los datos
morfométricos de los individuos con los valores isotdpicos en pelo, con
la finalidad de comprobar si estain correlacionados con la condicion
fisica de los monos aulladores, como se ha documentado para otras
especies de primates (Loudon e7 a/., 2007).

A nivel metodolégico, no existe un método estandarizado para la
correcta limpieza de muestras de pelo para estudios con isotopos
estables. Tipicamente, el pelo se limpia con algin tipo de solvente
lipofilico o detergente antes del analisis, no obstante, el efecto de esta
limpieza sobre los datos resultantes no se ha evaluado de forma critica y
aunque existen consideraciones técnicas generales (Oelze 2016),
convendria validar el método de limpieza, como se ya se ha hecho para
otros tejidos (i.e. Bontempo ez al., 2014).

También a un nivel metodolégico, convendria obtener las
muestras de pelo cuando estan en la fase anagena; esto se logra tirando
de cada pelo individualmente y con fuerza (Camacho 7 a/., 2013), de esta
manera la firma isotopica sera la mas reciente y se conseguira un alto
grado de sincronia de crecimiento en la muestra.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el pelo refleja
cambios en la dieta si estos son constantes a lo largo de varias semanas,
como es el caso de estos primates que cambian de dieta estacionalmente.
Considerando que la tasa de crecimiento de su pelo es de
aproximadamente 1.8 mm semanales (Dias, comunicacién personal),
serfa interesante realizar un analisis de la variabilidad intraindividual para
observar estos cambios aprovechando que estos ejemplares presentan
pelo relativamente largo y de crecimiento continuo. Una manera de
hacerlo es realizando un andlisis mas detallado a través del analisis de
segmentos de pelo por individuo a través de muestras escogidas
aleatoriamente que reflejen tanto la estacién de lluvias como la seca.

Por ultimo, una aportacion significativa al trabajo consistiria en

contar con los valores isotopicos de otras especies de mamiferos
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herbivoros arboricolas [(e.g. mono arana (Azeles), puercoespin de arbol
(Sphaggurus mexicanus), martacha (Potos flavus)), terrestres [aguti (Dasyprocta
punctata), venado temazate (Magama pandora), venado cola blanca
(Odocoilens virginianns), conejo (Sylvilagus sp.), tapir (Lapirus bairdii)] u
omnivoros [cacomixtle (Bassariscus sumichrasti), tamandua (Tamandua
mexicana)] presentes en la misma zona y que enfrentan las mismas
condiciones medioambientales (sensu Rangel-Negrin ez a/., 2014a). Estos
datos permitirfan establecer los rangos isotopicos de la comunidad de la

que forman parte estos primates en un contexto mas amplio.

173



Capfitulo 5

5.4 Referencias

Agostini I, Holzmann I & Di Bitetti MS (2010) Are howler monkey
species ecologically equivalent? Trophic niche overlap in syntopic
Alonatta guariba clamitans and Alonatta caraya. American Journal of
Primatology, 72, 173—-186.

Aguilar MAE (2010). Principal Glucocorticoide sérico y fecal en mono
aullador negro (Alouatta pigra) del estado de Campeche. Tesis de
Maestria. Instituto de Neuroetologfa. Universidad Veracruzana.
México.

Aguilar-Cucurachi MS, Dias PAD, Rangel-Negrin A, Chavira R, Boeck
L & Canales-Espinosa D (2010). Preliminary evidence of
accumulation of stress during translocation in mantled howlers.
American Journal of Primatology, 72(9), 805-810.

Arroyo-Rodriguez V, Cuesta-del Moral E, Mandujano S, Chapman CA,
Reyna-Hurtado R & Fahrig L (2013) Assessing Habitat
Fragmentation Effects on Primates: The Importance of Evaluating
Questions at the Correct Scale. En: LK. Marsh and C.A. Chapman
(Eds.), Primates in Fragments: Complexity and Resilience,
Developments in Primatology: Progress and Prospects, Springer
Science+Business Media New York.

_ & Dias PAD (2010) Effects of habitat fragmentation and
disturbance on howler monkeys: a review. American Journal of
Primatology, 72,1-16.

Bahr NI, Palme R, Méhle U, Hodges JK & Heistermann M (2000)
Comparative aspects of the metabolism and excretion of cortisol in
three individual non-human primates. Gen Comp Endocrinol 117:427—
438.

Balestri M, Campera M, Nekaris KAI & Donati G (2017) Exploring
Niche Partitioning in Strepsitthines: Lepilemur flenretae and Avahi
meridionalis in the Lowland Rainforest of Southeastern Madagascar.
Foli Primatol. 88, 2:111-111.

Barton RA (1987) Feeding strategies of olive baboons (Papio anubis). Int |
Primatol 8, 467.

174



Discusion y sugerencias para futuros estudios

Bearhop S, Adams CE, Waldron S, Fuller RA & Macleod H (2004).
Determining trophic niche width: A novel approach using stable
isotope analysis. Journal of Animal Ecology, 73, 354 1007-1012.

Beaudrot LH & Marshall AJ (2011) Primate communities are structured
more by dispersal limitation than by niches. Journal of Animal Ecology,
80(2): 332-341.

Behie AM & Pavelka MSM (2005) The short-term effect of Hurricane
Iris on the diet and activity of black howlers (Aluatta pigra) in
Monkey River, Belize. Folia Primatologica 76:1-9.

Behringer V' & Deschner T (2017) Non-invasive monitoring of
physiological markers in primates. Hommones and Behavior, 91, 3-18.

Bersacola E, Svensson MS & Bearder SK (2015) Niche Partitioning and
Environmental Factors Affecting Abundance of Strepsirrhines in
Angola. American Journal of Primatology 77:1179-1192.

Bertoli P, Culot L, Palme R & Mendoga-Furtado O (2019) Measuring
fecal glucocorticoid metabolites of an endangered Neotropical
primate: technical details of a physiological validation. Boletin da
sociedade Brasileira de Mastozoologia, 80: 1-6.

Bicca-Marques JC (2003). How do howler monkeys cope with habitat
fragmentation? En: LK. Marsh, (Ed.), Primates in fragments:
ecology and conservation (p 283-303). New York: Kluwer
Academics/Plenum Publishers.

_ & Calegaro-Marques C (1994). Activity budget and diet of
Alonatta caraya: an age-sex analysis. Folia Primatologica, 63, 216—220.

Blake JG, Guerra J, Mosquera D, Torres R, Loiselle BA & Romo D
(2010) Use of Mineral Licks by White-Bellied Spider Monkeys
(Ateles belzebuth) and Red Howler Monkeys (Alonatta seniculus) in
Eastern Ecuador. Int | Primatol 31: 471.

Blumenthal SA, Rothman JM, Chritz KL & Cerling TE (2016). Stable
isotopic variation in tropical forest plants for applications in
primatology. American Journal of Primatology, 78, 1041-1054.

Bontempo L, Ceppa F, Ziller L, Pedrini P, Hobson KA, Wassenaar LI
& Camin F (2014). Comparison of methods for stable isotope ratio
(6”C, 6°N, 6°H, 6'*0) measurements of feathers. Methods in Ecology
and Evolution 2014, 5, 363-371.

175



Capfitulo 5

Buchanan KI. & Goldsmith AR (2004) Noninvasive endocrine data for
behavioural studies: the importance of validation. Anim. Bebav.
67:183-185.

Camacho FM, Tosti A, Randall VA & Price VH (2013) Tricologfa.
enfermedades del foliculo pilosebaceo. Libros Princeps. Biblioteca
Aula Médica. Vol 1. Tercera ediciéon. Madrid. p 143-146.

Campbell CJ (2004) Patterns of behavior across reproductive states of
free-ranging female black-handed spider monkeys (Ateles geoffroyi).
Am | Phys Anthropol. 124(2): 166-176.

_, Shideler SE, Todd HE & Lasley BL (2001) Fecal analysis of
ovarian cycles in female black-handed spider monkeys (Afeles
geoffroyi). Am | Primatol 54(2): 79-89.

Cavigelli SA (1999) Behavioural patterns associated with faecal cortisol
levels in free-ranging female ring-tailed lemurs, Lemur catta. Animal
Bebhavionr, 57:935-944.

Cerda-Molina AL, Hernandez-Lopez L, Pérez-Ponce DI, Rojas-Maya S
& Mondragon-Ceballos R (2006) Seasonal Variations of Fecal
Progesterone and 17(3-Estradiol in Captive Female Black-Handed
Spider Monkeys (Ateles geoffroyi). Theriogenology, 66: 1985-1993.

_, Hernandez-Lopez L, Chavira-Ramirez R, Cardenas M &
Mondragén-Ceballos R (2009) Seasonality of LH, Testosterone and
Sperm Parameters in Spider Monkey Males (Aeles geoffroyi). Am |
Primatol 71:427-431.

Chapman CA, Rothman JM & Lambert JE (2012) Food as a Selective
Force in Primates. En: (Eds) J.C. Mitani, ]. Call, P.M. Kappeler,
R.A. Palombit, and J. B. Silk. The Evolution of Primate Societies.
The University of Chicago Press, Ltd., London, p.149-168.

_, Saj TL & Snaith TV (2007) Temporal dynamics of nutrition,
parasitism, and stress in colobus monkeys: implications for
population regulation and conservation. Awmerican Journal of Physical
Anthropology 134:240-250.

_, Wrangham RW & Chapman L] (1995) Ecological constraints on
group size: an analysis of spider monkey and chimpanzee

subgroups. Bebavioural Ecology and Sociobiology, 36, 59—70.

176



Discusion y sugerencias para futuros estudios

Clarke MR (1990) Behavioral development and socialization of infants
in a free-ranging group of howling monkeys (Alnatta palliata). Folia
Primatologica, 54, 1-15.

Cork S§J & Foley W] (1991) Digestive and Metabolic strategies of
arboreal mammalian folivores in relation to chemical defenses in
temperate and tropical forests. En: Palo TR, Robbins CT (eds)
Plant defenses against mammalian herbivory. CRC Press, Boca
Raton, p 133-166.

Cristobal-Azkarate ] & Arroyo-Rodriguez V (2007) Diet and activity
pattern of howler monkeys (Aluatta palliata) in Los Tuxtlas,
Mexico: effects of habitat fragmentation and implications for
conservation. Awm | Primatol 69:1013—-1029.

_, Chavira R, Boeck I, Rodriguez-Luna & Vea JJ (2000)
Testosterone levels of free ranging resident mantled howlers males
in relation to the number and density of solitary males: a test of the
challenge hypothesis. Hormones and Bebavionr, 49: 261-267.

Crockett CM (1998) Conservation biology of the genus Albuatta. Int |
Primatol 19: 549-578.

Crowley BE, Blanco MB, Arrigo-Nelson SJ & Irwin MT (2013). Stable
isotopes document resource partitioning and effects of forest
disturbance on sympatric cheirogaleid lemurs. Naturwissenschaften
100, 943-956.

_, Mc Googan K & Lehman SM (2012) Edge Effects on Foliar
Stable Isotope Values in a Madagascan Tropical Dry Forest. PLoS
ONE 7(9): e44538.

_, Rasoazanabary E & Godfrey LR (2014) Stable isotopes
complement focal individual observations and confirm dietary
variability in reddish-gray mouse lemurs (Microcebus griseornfus) from
southwestern Madagascar. American Journal of Physical Anthropology
155:77-90.

Cucherousset ] & Villéger S (2015) Quantifying the multiple facets of
isotopic diversity: New metrics for stable isotope ecology. Ecological
Indicators 56: 152—160.

Dammhahn M & Goodman SM (2014) Trophic niche differentiation

and microhabitat utilization revealed by stable isotope analyses in a

177



Capfitulo 5

dry-forest bat assemblage at Ankarana, northern Madagascar.
Journal of Tropical Ecology, 30(2), 97-109.

_ & Kappeler PM (2014) Stable Isotope Analyses Reveal Dense
Trophic Species Packing and Clear Niche Differentiation in a
Malagasy Primate Community. An | Phys Antrbropol 153:249-259.

__, Randriamoria TM & Goodman SM (2017) Broad and flexible
stable isotope niches in invasive non-native Rattus spp. in
anthropogenic and natural habitats of central eastern Madagascar.
BMC ecology, 17(1), 16.

Davis N, Schaffner CM & Smithe T (2005) Evidence that Zoo visitors
influence HPA Activity in Spider Monkeys (Azeles geoffroyi rufiventris).
Applied Animal Behavioral Science, 90:131-141.

De la Fuente MF, Schiel N, Bicca-Marques JC, Caselli CB, Souto A &
Garber PA (2018) Balancing contest competition, scramble
competition, and social tolerance at feeding sites in wild common
marmosets (Callithrix jacchus). Am | Primatol. 2019;81: €22964.

Di Fiore A, Link A & Campbell CJ (2010) The atelines: behavioral and
socioecological diversity in a New World radiation. In: Campbell
CJ, Fuentes AF, MacKinnon KC, Bearder S, Stumpf R (eds)
Primates in perspective, 2nd edn. Oxford University Press, New
York. p 155-188.

di Lascio A, Rossi I, Cartlino P, Calizza E, Rossi D & Costantini ML
(2013) Stable isotope variation in macroinvertebrates indicates
anthropogenic disturbance along an urban stretch of the river Tiber
(Rome, Italy). Ecological indicators, 28, 107-114.

Dias PAD, Alvarado-Serrano D, Rangel-Negrin A, Canales-Espinosa D
& Cortés-Ortiz L. (2013) Landscape Attributes Affecting the
Natural Hybridization of Mexican Howler Monkeys. En: LK.
Marsh and C.A. Chapman (Eds.), Primates in Fragments:
Complexity and Resilience, Developments in Primatology: Progress
and Prospects. Springer, New York.

_, Coyohua-Fuentes A, Canales-Espinosa D, Chavira-Ramirez R &
Rangel-Negrin A (2017) Hormonal correlates of energetic condition

in mantled howler monkeys. Hormones and Bebavior 94: 13-20.

178



Discusion y sugerencias para futuros estudios

_, Coyohua-Fuentes A, Canales-Espinosa D & Rangel-Negrin A
(2016) Factors influencing the reproductive success of female black
howler monkeys (Alwuatta pigra). International Journal of Primatology
37:638-655.

_, Coyohua A, Rangel-Negrin A & Canales-Espinosa D (2011)
Plants consumed by black howlers in the state of Campeche,
Mexico. In: Gama-Campillo L, Pozo-Montuy G, Contreras-Sanchez
WM, Arriaga-Weiss SL, eds. Perspectivas en Primatologia
Mexicana. Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, Villahermosa
(ISBN: 978-607-7557-81-4). P. 2746

_ & Rangel-Negrin A (2015) Diets of howler monkeys. In:
Kowalewski M, Garber P, Cortés-Ortiz L, Urbani B, Youlatos D
(eds) Howler monkeys: behavior, ecology and conservation.
Springer, New York.

_, Rangel-Negrin A, Coyohua-Fuentes A & Canales-Espinosa D
(2014) Variation in Dietary Breadth among Groups of Black
Howler Monkeys is Not Associated with the Vegetation Attributes
of Forest fragments. An. J. Primatol. 76:1151-1162.

Fahy GE, Richards MP, Riedel J, Hublin JJ & Boesch C (2013) Stable
isotope evidence of meat eating and hunting specialization in adult
male chimpanzees. Proceedings of the National Academy of Sciences
110:5829-5833.

Foerster S & Monfort SL (2010) Fecal glucocorticoids as indicators of
metabolic stress in female Sykes' monkeys (Cercopithecus mitis
albogularis). Hormones and Bebavior, 58(4): 685-697.

Gause GF (1934) The struggle for existence. Baltimore: Williams and
Wilkins.

Gesquiere LR, Khan M, Shek L, Wango TL, Wango EO, Alberts SC &
Altmann J (2008) Coping with a challenging environment: effects of
seasonal variability and reproductive status on glucocorticoid
concentrations of female baboons (Papio cynocephalus). Hormones and
Bebavior 54:410-416.

Gibson L (2011) Possible shift in macaque trophic level following a
century of biodiversity loss in Singapore. Primates, 52, 217-220.

179



Capfitulo 5

Giménez |, Cafadas A, Ramirez F, Afan I, Garcia-Tiscar S, Fernandez-
Maldonado C, Castillo J] & de Stephanis R (2017) Intra-and
interspecific niche partitioning in striped and common dolphins
inhabiting the southwestern Mediterranean Sea. Marine Ecology
Progress Series, 567, 199-210.

_, Canadas A, Ramirez F, Afan 1, Garcia-Tiscar S, Fernindez-
Maldonado C, Castillo JJ & de Stephanis R (2018). Living apart
together: Niche partitioning among Alboran Sea cetaceans.
Ecological indicators, 95, 32-40.

Glander KE (1992). Dispersal patterns in Costa Rican mantled howler
monkeys. International Journal of Primatology, 13, 415—430.

_ & Teaford ME (1995) Seasonal, sexual, and habitat effects on
teeding rates of Aluatta palliata. American Primatology, 36, 124—125.

Hanane S (2015) Nest-niche differentiation in two sympatric
Streptopelia species from a North African agricultural area: the role
of human presence. Ecological Research, 30(4): 573-580.

Hanya G (2009) Effects of food type and number of feeding sites in a
tree on aggression during feeding in wild Macaca fuscata. Int | Primatol
30: 569-581.

Hernandez MSE, Portillo LB, Valdéz RA, Brousset HHDM & Romano
PM (2006). Determinacién de estacionalidad reproductiva en
ocelotes (Legpardus pardalisy hembras y machos mantenidas en
cautiverio por medio de Radioinmunoanalisis en heces. Memorias
del Taller de Técnicas no invasivas para la evaluacién del estado de
salud y bienestar en animales silvestres. Dpto. de Fisiologia,
Biofisica y Neurociencias CINVESTAV, DGZCM, UNAM.
México.

Hessen M, Rogahn S, Macdonald S, Ostner | & Schiillke O (2014)
Predictors of food-related aggression in wild Assamese macaques
and the role of conflict avoidance. Bebav Ecol Sociobiol 68:1829—1841.

Hodges K, Brown | & Heistermann M (2010) Endocrine monitoring of
reproduction and stress. En: Kleiman DG, Thompson KV, Kirk
Baer C (eds) Wild mammals in captivity: principles and techniques
for zoo management. The University of Chicago Press, Chicago, p.
447-468.

180



Discusion y sugerencias para futuros estudios

Hu G (2011) Dietary breadth and resource use of Francois' langur in a
seasonal and disturbed habitat. Awmerican Journal of Primatology, 73:
1176-1187.

Hunt KE, Trites AW & Wasser SK (2004). Validation of a fecal
glucocorticoid assay for Stellar sea lions (Eumetopias jubatus). Physiol.
Bebav. 80: 595—-601.

Hutchinson GE (1957) Population studies-animal ecology and
demography-concluding remarks. En: Cold Spring Harbor
Symposia on Quantitative Biology (p. 415-427). New York: Cold
Spring Harbor Lab Press.

IUCN (2012) IUCN Red List of Threatened Species. Versiéon 2012.2.
www.iucnredlist.org. Consultado 9 Jun 2019.

Izawa K (1993) Soil-eating by Alouatta and Ateles. International Journal
of Primatology 14: 229.

Janson CH (2000) Primate Socio-Ecology: The End of a Golden Age.
Evolutionary Anthropology p. 73-86.

Koenig A & Borries C (20006). The predictive power of socioecological
models: A reconsideration of resource characteristics, agonism and
dominance hierarchies. En Feeding Ecology in Apes and Other
Primates (ed. by Hohmann, G., Robbins, M. M. & Boesch, C.),
263— 284. Cambridge: Cambridge University Press.

Kelaita M, Dias PAD, Aguilar-Cucurachi MS, Canales-Espinosa D &
Cortés-Ortiz L (2011). Impact of intrasexual selection on sexual
dimorphism and testes size in the Mexican howler monkeys
Alonatta palliata and A. pigra. American Journal of Physical Anthropology,
146(2), 179-187.

Laska M, Sanchez EC, Rivera JAR & Luna ER (1996) Gustatory
thresholds for food-associated sugars in the spider monkey (Ateles
geoffroyi). Am. ]. Primatol. 39:189-193.

Lehmann D, Mfune JKE, Gewers E, Brain C & Voigt CC (2015)
Individual variation of isotopic niches in grazing and browsing
desert ungulates. Oecologia, 179(1), 75-88.

Leichliter JN, Sandberg P, Sponheimer MJ, Passey B, Avenant N, Paine
O, Codron D & Codron J (2017) Exploring the Ultility of Carbon

181



Capfitulo 5

Isotope Analyses of Small Mammal Tooth Enamel as an
Environmental Proxy. 86th Annual Meeting of the American-
Association-of-Physical-Anthropologists (AAPA) New Orleans,
American Journal of Physical Anthropology 162(64): 260.

Llorente M (2019) Primates. Biologfa, comportamiento y evolucion.
Lynx Edicions. Barcelona.

Loudon JE, Grobler JP, Sponheimer M, Moyer K, Lorenz JG & Turner
TR (2014). Using the stable carbon and nitrogen isotope
compositions of vervet monkeys (Chlorocebus pygerythrus) to examine
questions in ethnoprimatology. PLos One, 9, e100758.

__, Sponheimer M, Sauther MLL & Cuozzo FP (2007). Intraspecific
vatiation in hair §°C and 8"N values of ring-tailed lemurs (Lemur
catta) with known individual histories, behavior, and feeding
ecology. American Journal of Physical Anthropology, 133, 978— 985.

Lynch JW, Ziegler TE & Strier KB (2002). Individual and seasonal
variation in fecal testosterone and cortisol levels of wild male tufted
capuchin monkeys, Cebus apella nigritus. Horm. Bebay. 41:275-287.

_, Khan MZ, Altmann ], Njahira MN & Rubenstein N (2003).
Concentrations of four fecal steroids in wild baboons: short-term
storage conditions and consequences for data interpretation. Gen.
Comp. Endocrinol. 132:264-271.

Martin N, Martinez S, Pujol-Bux6 E, Vifiolas A, Llorente GA, Sanpera
C, Vasconcelos R, Carranza S & Santos X (2017) Stable isotopes
and diet uncover trophic-niche divergence andecological
diversification processes of endemic reptiles on Socotra Island.
Zoologischer Anzeiger 267:69—81.

Martinez-Mota R, Valdespino C, Sanchez-Ramos MA & Serio-Silva JC
(2007). Effects of forest fragmentation on the physiological stress
response of black howler monkeys. Anim. Conserv. 10:374-379.

__, Valdespino C, Rivera Revolledo JA & Palme R (2008)
Determination of fecal glucocorticoid metabolites to evaluate stress
response in Alouatta pigra. Int. |. Primatol. 29:1365-1373.

182



Discusion y sugerencias para futuros estudios

Maters JC (1985) Pottos and bushbabies: A palaecoclimatic approach to
the question of competitive exclusion. South African Journal of Science.
81(11). Pgs: 691.

Neuberger FM, Jopp E, Graw M, Puschel K & Grupe G (2013). Signs
of malnutrition and starvation—Reconstruction of nutritional life
histories by serial isotopic analyses of hair. Forensic Science
International, 226(1-3), 22-32.

Newsome SD, Martinez del Rio C, Bearhop S & Phillips DL (2007). A
niche for isotopic ecology. Frontiers in Ecology and Environment, 3,
429-430.

Oeclze VM (2016). Reconstructing temporal variation in great ape and
other primate diets: a methodological framework for isotope
analyses in hair. American Journal of Primatology, 78(10), 1004-1016.

_, Fuller BT, Richards MP, Fruthd B, Surbeckd M, Hublina J-] &
Hohmann G (2011) Exploring the contribution and significance of
animal protein in the diet of bonobos by stable isotope ratio
analysis of hair. Proceedings of the National Acadenmy of Sciences 108:
9792-9797.

Ometto JPH, Ehleringer JR, Domingues T, Berry JA, Ishida FY, Mazzi
E, Higuchi N, Flanagan LB, Nardoto GB & Martinelli LA (20006)
The stable carbon and nitrogen isotopic composition of vegetation
in tropical forests of the Amazon Basin, Brazil. Biggeochemistry
79:251-274.

Ordéfiez-Goémez JD, Cristoébal-Azkarate ], Arroyo-Rodriguez V,
Santillan-Doherty AM, Valdez RA & Romano MC (2016) Proximal
and Distal Predictors of the Spider Monkey’s Stress Levels in
Fragmented Landscapes. PLoS ONE 77(2): e0149671.

Palme R (2005) Measuring fecal steroids: guidelines for practical
application. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1046:75-80.

Pavelka MSM & Knopff K (2004) Diet and activity in black howler
monkeys (Alonatta pigra) in southern Belize: does degree of
trugivory influence activity level? Primates, 45, 105-111.

Polvadore TA, Kane EE, Wilkins MA, Gnepa FM, Daegling D] &
Mcgraw WS (2017) Niche Partitioning, Diet, and Oral Processing
Behaviors in Three Sympatric Guenons in the Tai National Park,

183



Capfitulo 5

Cote d'Ivoire. 86th Annual Meeting of the American-Association-
of-Physical-Anthropologists (AAPA). Aw | Phys Anthropol. 162(64):
319-3109.

Pontes ARM (1997) Habitat Partitioning Among Primates in Maraca
Island, Roraima, Northern Brazilian Amazonia. International Journal
of Primatology 18(2): 131-157.

Pozo Montuy G & Serio-Silva JC (2006) Comportamiento alimentario
de monos aulladores negros (Aluatta pigra Lawrence, Cebidae) en
habitat fragmentado en Balancan, Tabasco, México. Acta Zooligica
Mexicana (nueva serie) 22(3): 53-60.

_ & Serio-Silva JC (2007) Movement and resource use by a troop
of Alonatta pigra in a forest fragment in Balancan, Mexico. Primates
48:102-107.

Prates HM & Bicca-Marques JC (2008). Age-sex analysis of activity
budget, diet, and positional behavior in Aluatta caraya in an orchard
torest. International Journal of Primatology, 29(3): 703-715.

Preuschoft S & de Waal F (2001) Food sharing and competitive
exclusion in chimpanzees: Experimental manipulation of risks and
stakes. The 18" Congress of the International Primatological
Society. Primates in the new millennium. Abstracts and
Programme. Adelaid: IPS p 431.

Ramirez-Saldivar DA (2007). Estimacién del consumo de materia seca
promedio, digestibilidad aparente, tasa de pasaje y aporte
nutricional de la dieta del mono saraguato (Aluatta spp.) ofrecida en
el Zoolégico San Juan de Aragén. Tesis de Licenciatura. Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia. UNAM. México.

Rangel-Negrin A, Alfaro JL, Valdez RA, Romano MC & Serio-Silva JC
(2009) Stress in Yucatan spider monkeys: effects of environmental
conditions on fecal cortisol levels in wild and captive populations.
Animal Conservation 12: 496-502.

__, Coyohua-Fuentes A, Canales-Espinosa D & Dias PAD (2014a)
Mammal assemblages in forest fragments and landscapes occupied
by black howler monkeys. Prinates, 55(3), 345-352.

_, Coyohua-Fuentes A, Chavira R, Canales-Espinosa D & Dias
PAD (2014b) Primates Living Outside Protected Habitats Are

184



Discusion y sugerencias para futuros estudios

More Stressed: The Case of Black Howler Monkeys in the Yucatan
Peninsula. PLoS ONE 9(11): €112329.

_, Dias PAD & Canales-Espinosa D (2011a) Impact of
translocation on the behavior and health of black howlers. En:
Gama-Campillo L, Pozo-Montuy G, Contreras-Sanchez WM,
ArriagaWeiss SL, eds. Perspectivas en Primatologia Mexicana.
Universidad Juarez Auténoma de Tabasco, Villahermosa (ISBN:
978-607-7557-81-4). P. 271-288.

_, Dias PAD, Chavira R & Canales-Espinosa D (2011b) Social
modulation of testosterone in male black howlers (Aluatta pigra).
Horm Bebav 59:159-166.

Rimbach R, Heymann EW, Link A & Heistermann M (2013) Validation
of an enzyme immunoassay for assessing adrenocortical activity and
evaluation of factors that affect levels of fecal glucocorticoid
metabolites in two New World primates. General and Comparative
Endocrinology 191:13-23.

_, Link A, Montes-Rojas A, Di Fiore A, Heistermann M &
Heymann EW (2014) Behavioral and Physiological Responses to
Fruit Availability of Spider Monkeys Ranging in a Small Forest
Fragment. Awmerican Journal of Primatology 76:1049—1061.

Rodrigues MA (2017) Female Spider Monkeys (Aeles geoffiroyi) Cope with
Anthropogenic Disturbance Through Fission—Fusion Dynamics. In#
] Primatol, 38(5): 838—855.

_, Wittwer DJ & Kitchen DM (2015) Measuring Stress Responses
in Female Geoffroy's Spider Monkeys: Validation and the Influence
of Reproductive State. Az | Primatol. 77(9): 925-935.

Rodriguez-Toledo EM, Mandujano S & Garcfa-Ordufia F (2003).
Relationships between forest fragments and howler monkeys
(Alonatta palliata mexicana) in southern Veracruz, Mexico. En: LK.
Marsh, Primates in Fragments (p. 79-97). Boston: Springer.

Rojanasakul A, Udomsubpayakulb U & Chinsomboon S (1994).
Chemiluminescence immunoassay versus radioimmunoassay for the
measurement of reproductive hormones. Int. . Gynecol. Obstet.
45:141-140.

185



Capfitulo 5

Sandberg P, Loudon JE & Sponheimer M (2012) Stable Isotope
Analysis in Primatology: A Critical Review. Awerican Journal of
Primatology, 74, 969—989.

_, Mertz E & Sponheimer M (2011) The canopy effect: new
carbon isotope data from an eastern lowland rainforest in
Madagascar and implications for assessing primate niche
partitioning. 80th Annual Meeting of the American-Association-of-
Physical-Anthropologists. A | of Phys Anthropol. 144(52): 261-262.

Schiffler I, Saborowski | & Kappeler PM (2015) Agent-mediated spatial
storage effect in heterogeneous habitat stabilizes competitive mouse
lemur coexistence in Menabe Central, Western Madagascar. BMC
Ecology, 15(7).

Snaith TV & Chapman CA (2007) Primate group size and
socioecological models: Do folivores really play by different rules?
Evolutionary Anthropology, 16: 94-1006.

Stanczyk FZ, Cho MM, Endres DB, Morrison JL, Patel S & Paulson RJ
(2003). Limitations of direct estradiol and testosterone
immunoassay kits. Szeroids 68:1173-1178.

Sterck EHM, Watts DP & van Schaik CP (1997) The evolution of
female social relationships in nonhuman primates. Bebavioral Ecology
and Sociobiology, 41: 291-309.

Stevenson PR, Quinones M] & Ahumada JA (2000) Influence of fruit
availability on ecological overlap among four Neotropical primates
at Tinigua National Park, Colombia. Biotropica 32(3): 533-544.

Streicker DG & Allgeier JE (2016) Foraging choices of vampire bats in
diverse landscapes: potential implications for land-use change and
disease transmission. Journal of Applied Ecology, 53(4): 1280-1288.

Strier KB & Ziegler TE (1997). Behavioral and endocrine characteristics
of the reproductive cycle in wild muriqui monkeys, Brachyteles
arachnoides. American Journal of Primatology, 42(4): 299-310.

Sushma HS & Singh M (2006) Resource partitioning and interspecific
interactions among sympatric rain forest arboreal mammals of the
Western Ghats, India. Bebavioral Ecology, 17(3): 479-490.

186



Discusion y sugerencias para futuros estudios

Tecot SR, Irwin MT & Raharison J-L (2019) Faecal glucocorticoid
metabolite profiles in diademed sifakas increase during seasonal
fruit scarcity with interactive effects of age/sex class and habitat
degradation. Conserv Physiol 7(1).

Touma C & Palme R (2005) Measuring fecal glucocorticoid metabolites
in mammals and birds: the importance of validation. Ann. N. Y.
Acad. Sei. 1046:54-74.

Turner TF, Collyer MLL & Krabbenhoft T] (2010). A general hypothesis-
testing framework for stable isotope ratios in ecological studies.
Ecology, 91, 2227-2233.

Van Belle S, Estrada A, Ziegler TE & Strier KB (2009) Sexual behavior
across ovarian cycles in wild black howler monkeys (Aluatta pigra):
Male mate guarding and Female mate choice. American Jonrnal of
Primatology, 71:153-164.

Vennemann TW, Hegner E, Cliff G & Benz GW (2001) Isotopic
composition of recent shark teeth as a proxy for environmental
conditions. Geochimica et Cosmochimica Acta, 65(10), 1583-1599.

Wasser SK & Hunt KE (2005). Noninvasive measures of reproductive
function and disturbance in the barred owl, great horned owl, and
northern spotted owl. Ann. N.Y. Acad. Sci. 1046: 109-137.

_, Hunt KE, Brown JL, Cooper K, Crockett CM, Bechert U,
Millspaugh JJ, Larson S & Monfort SL (2000) A generalized fecal
glucocorticoid assay for use in a diverse array of nondomestic
mammalian and avian species. Gen. Comp. Endocrinol. 120: 260-275.

_, Thomas R, Nair PP, Guidry C, Southers J, Lucas J, Wildt DE &
Monfort SL (1993). Effects of dietary fibre on fecal steroid
measurements in baboons (Papio cynocephalus cynocephalus). J. Rep. Fert.
97: 569-574.

Whitten PL, Stavisky R, Aureli F & Russell E (1998). Response of fecal
cortisol to stress in captive chimpanzees (Pan troglodytes). Am. |.
Primatol. 44:57—69.

Wielebnowski N & Watters ] (2007) Applying fecal endocrine
monitoring to conservation and behavior studies of wild mammals:
important considerations and preliminary tests. Isr. J. Ecol. Evol. 53:
439-4060.

187



Capfitulo 5

Wolfensohn S & Honess P (2005) Handbook of Primate Husbandry
and Welfare. Blackwell Publishing Ltd. Oxford UK.

Young KM, Walker SL, Lanthier C, Waddell WT, Monfort SI. & Brown
JL (2004). Noninvasive monitoring of adrenocortical activity in
carnivores by fecal glucocorticoid analyses. Gen. Comp. Endocrinol.
137:148-165.

Ziegler TE, Hodges K, Winkler P & Heistermann M (2000). Hormonal
correlates of reproductive seasonality in wild female hanuman
langurs (Presbytis entellus). Am. J. Primatol. 51: 119—-134.

_, Santos CV, Pissinatti A & Strier KB (1997) Steroid excretion

during the ovarian cycle in captive and wild muriquis, Brachyteles

arachnoides. Am | of Primatol 42(4): 311-321.

_ & Wittwer DJ (2005). Fecal steroid research in the field and

laboratory: improved methods for storage, transport, processing, and

analysis. Awm. J. Primatol. 67: 159-174.

188



Capitulo 6

Conclusiones generales

189






Conclusiones generales

Este trabajo proporciona bases metodologicas para el estudio no
invasivo de las hormonas esteroides en las heces de mono
aullador negro (Alouatta pigra), especie en peligro de extincion.
Las validaciones analiticas y fisiolégicas realizadas demuestran
que los kits comerciales actualmente disponibles permiten un
monitoreo endocrino correcto de esta y otras especies de
primates, y que existen alternativas no farmacolégicas para
evaluar la validez fisiolégica de las mediciones hormonales.

Al comparar los resultados de los dos métodos de extraccion
empleados en este estudio, resaltd que ambos mostraron
porcentajes de recuperacion similares en las cuatro hormonas
analizadas, promediando 55.3%, de manera que los diluyentes
etanol y metanol utilizados para la extracciéon hormonal en heces
de A. pigra, son equiparables.

Las funciones fisiologicas de las hormonas esteroides que se midieron
en las heces de esta especie se pueden determinar a través de
validaciones no farmacolégicas. En este sentido, se demostrd que:
(1) las comparaciones entre situaciones previas y posteriores al
estrés pueden usarse para evaluar la respuesta al cortisol, (2) las
comparaciones entre machos y hembras pueden usarse para
evaluar la variacién en los niveles de testosterona, y (3) pueden
usarse comparaciones entre hembras embarazadas y no
embarazadas para determinar la variacién en la actividad de
estradiol y progesterona.

El método mas adecuado para determinar progesterona y
estradiol en heces de A. pigra es el Radioinmunoensayo (RIA),
mientras que, para la cuantificacion de progesterona y
testosterona, tanto el RIA como el inmunoensayo enzimatico
quimioluminiscente en fase sélida (SPCEI) son igualmente
convenientes.

Los resultados obtenidos favoreceran la unificaciéon de criterios
para la selecciéon de métodos y técnicas con el fin de establecer
en futuros trabajos una metodologia comun que haga
comparables los unos con los otros.

Se abordé por primera vez el impacto de la variacion en la
disponibilidad de alimento en la competencia tréfica en monos
arafia (Ateles geoffroyi).
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Un grupo familiar de monos arafia (Azeles geoffroyi) en cautiverio
respondié a la centralizacion de alimentos reduciendo el tiempo
de alimentacién y aumentando los niveles de metabolitos de
glucocorticoides fecales.

Estas respuestas probablemente estén vinculadas a un aumento
en la competencia tréfica cuando se concentran los alimentos, lo
que resalta la trascendencia de la disponibilidad de alimento en
monos arafia.

Los resultados sugieren que, en libertad, es posible que la
dispersion de los alimentos es un factor que podria disminuir las
diferencias entre individuos en la prioridad de acceso a los
recursos  alimenticios, lo que reduce las diferencias
interindividuales en las actividades troficas y el estrés fisiologico.
Por primera vez se midi6 la amplitud del nicho isotépico, que es
un proxy de la amplitud del nicho tréfico, en dos especies de
platirrinos: monos aulladores de manto (Abwatta palliata) y
negros (A. pigra), en condiciones de alopatria y simpatria y se
evalud si presentaban particiéon de nicho utilizando mediciones
isotopicas en pelo.

Las estimaciones bayesianas de las areas de elipse de desviacion
estandar mostraron que en alopatria, la amplitud del nicho
isotépico y la variacién isotdpica fueron similares en ambas
especies. En simpatria, los monos aulladores negros tuvieron un
nicho isotépico significativamente mas amplio, que estaba
determinado principalmente por los altos valores de 6°N, e
inclufa la mayor parte del nicho isotépico de los monos
aulladores de manto. El nicho isotépico de los monos aulladores
de manto no fue diferente entre simpatria y alopatria.

El area de solapamiento mas alta fue entre los nichos isotopicos
de ambas especies que vivian en simpattia.

En esta zona, las métricas de diversidad isotopica (similitud y
anidamiento) demostraron que, a pesar de compartir la misma
area, cada especie presenta diferente forma y tamafio de nicho
isotopico.

La coexistencia de estas especies ecolégicamente similares esta
vinculada a ajustes de nicho tréfico por una especie: A. pigra.
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Anexo 1. Datos de crecimiento del pelo

Usamos 5 cm de pelo abdominal de monos aulladores (Alwatta palliata y
A. pigra) en nuestro andlisis de isétopos estables (6°C y §°N). Para
establecer un marco de tiempo para la incorporaciéon de isétopos
estables en el pelo a través de aportes dietéticos, utilizamos el siguiente
procedimiento. En un individuo adulto de cada especie, cortamos el
pelo en un area de 2 x 2 cm en la zona abdominal lo mas cerca posible
de la piel con unas tijeras quirurgicas de punta fina, con cuidado de no
danar la piel. Estos individuos fueron alojados en el Parque Zooldgico
Miguel A. de Quevedo (Veracruz, México) y fueron manejados
facilmente sin anestesia. Luego medimos el crecimiento del pelo en 10
muestras (seleccionados al azar) a intervalos de 7 dias con un calibrador
digital Mitutoyo (Mitutoyo Corporation, Takatsu-ku, Japén) al 0.01 cm
mas cercano, por un total de 35 dfas. Repetimos el procedimiento una
vez para cada individuo. El crecimiento semanal del pelo fue muy
similar entre turnos en cada individuo y también entre individuos (Tabla
Anexol). Durante un periodo de 35 dias, el pelo en A. palliata crecié una
media de 5,5 mm y de 6,1 mm en A. pigra. Por lo tanto, 5 cm de pelo
corresponden a 318.2 dfas y 288.8 dias de depdsito de isétopos en el
pelo de A. palliata y A. pigra, respectivamente. Por lo tanto, estos son los
plazos para la deposicion de isétopos en el pelo de los monos aulladores

en el presente estudio.
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Tabla Al. Crecimiento de pelo en dos monos aulladores.

Turno Dia  A. palliata A. pigra
Longitud*@  Crecimiento Longitud Crecimiento
1 0 0.00 — 0.00 —
7 2.26 2.26 2.45 2.45
15 3.48 1.22 3.88 1.43
21 4.60 1.12 4.17 0.30
28 5.09 0.49 4.94 0.77
35 6.01 0.92 5.87 0.93
2 0 0.00 — 0.00 —
7 2.51 2.51 2.55 2.55
15 3.32 0.81 3.97 1.42
21 3.74 0.41 4.29 0.32
28 4.18 0.44 5.01 0.72
35 5.04 0.86 6.23 1.22

* En mm. Valores promedio para las longitudes de 10 pelos.
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Anexo 2. Datos resumidos de los 36 grupos de monos aulladores

analizados

En la Tabla A2 se describe a detalle la composicion de los distintos
grupos de monos aulladores (Alnatta palliata y A. pigra) capturados para
la obtenciéon de muestras de pelo para el subsiguiente analisis de
is6topos estables. Las regiones de alopatria son Campeche, Guatemala
para A. pigra y Veracruz para A. palliata. Tabasco es la zona de simpatria
de ambas especies. Los valores de 6°C y "N representan la media de

los valores individuales que consituyen cada grupo.
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Tabla A2. Datos resumidos de los 36 grupos de monos aulladores

analizados.
“A. pi=Alonatta palliata; A. pa=Alounatta palliata; TG=Tamafo de grupo;

M=machos; H=hembras; SA=subadultos; J=juveniles; I=infantes;

Area=érea del fragmento (ha).

Region ID Grupo Especiess TG M H S J I Area 683C SN
Campeche  Chicbul A. pi 8 2 3 1 0 2 7 2426 379
Tormento 158 A. pi 4 2 2 0 0 0 1010 -2427 3.79
Tormento 151 A. pi 123 5 0 4 0 1010 -24.45 3.86
Tormento 168 A pi 3 1 2 0 0 0 1020 -24.28 3.05
Tormento 161 A. pi 6 1 2 2 1 0 1020 -24.41 294
Calakmul A. pi 4 1 2 0 1 0 140000 -2445 458
Alamo A. pi 2 1 1 0 0 O 93 -2522 351
Manantiales A. pi 2 1 1 0 0 0 3 2418 3.60
Guatemala  El Chal A. pi 8 2 5 1 0 0 23 -24.66 3.71
Tabasco Dona Elena A. pi 2 1 1 O 0 O 2 -2593 5.76
Félix 2008 A. pi 7 2 3 1 0 1 11 -2596  6.92
Félix 2010 A pi 9 2 4 1 2 0 11 -26.02  6.66
Huerta A. pi 5 1 2 1 1 0 4 -2587 545
Santiago A. pi 8 2 4 0 2 0 5 -2541 6.31
Silvano A. pi 6 1 2 0o 2 1 1 -2523 5.56
Jose Morales A. pi 2 1 1 0 0 0 0 -2512 6.81
Madero Bajo A. pi 3 1 2 0 0 O 3 -2493 3.84
Elias A pi 3 0 3 0O 0 0 2 -252 515
Acahual pigra A. pi 6 1 3 0 2 0 17 -2531 3.51
Dago A pi 6 1 4 0 1 0 33 -25.03 3.67
Roco A. pi 5 1 2 1 1 0 33 251 424
CGreen puente A. pi 3 1 2 0 0 0 5 -2543 3.81
CGreen escuela A. pa 2 0 2 0 0 O 3 -2554 420
CGreen casa A. pa 3 2 1 0 0 0 5 -2597 4.53
Amilcar 333 A. pa 10 2 6 1 1 0 4 -2549 416
Amilcar 334 A. pa 2 1 1 0 0 0 10 -25.03 3.57
Amilcar 330 A. pa 5 1 2 0 0 2 10 -253  4.07
Rafael A. pa 7 4 1 1 1 0 5 -2513 3.26
El Negro A. pa 7 2 4 0 1 © 2 -2501 543
Gran Poder 1 A. pa 4 2 2 0 0 0 2 -2543 355
Gran Poder 2 A. pa 6 1 3 1 1 0 1 -2549 299
Acahual palliata A. pa 5 1 3 0 1 0 17 -2526 3.21
Milagros A. pa 21 4 3 1 3 0 33 -2556 3.87
Calicanto A. pa 5 1 3 1 0 0 8 -255  4.68
Veracruz La Flor A. pa 6 2 3 1 0 0 68 -25.04 278
Jalapilla A. pa 6 4 1 1 0 O 6 -251 453
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