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RESUMO

A andlise conjunta de dados demograficos e genéticos ¢ recomendada para o
sucesso dos programas de conservacdo ex situ. Integrar estes dos tipos de dados com o
intuito de gerar diretrizes que permitam estabelecer populacdes autossustentaveis e que
retenham a maior quantidade de diversidade genética ¢ um dos maiores objetivos dos
programas de conservagdo. No entanto, ferramentas de andlise livres e de facil uso
desenvolvidos para fins conservacionistas sdo escassas. O desenvolvimento de linguagens
de programacdo de alto nivel como Python e R permite que pesquisadores, fora da area
da computagdo, criem seus proprios programas. Com isso em mente, o presente trabalho
desenvolveu trés ferramentas computacionais: STRR, PedmineR e HetRank. Esses
programas visam auxiliar os estudos de preservacdo da biodiversidade, nas analises de
dados genéticos e demograficos. De tal modo, STRR avalia a qualidade do painel de
marcadores microssatélites, fazendo uma filtragem diferente que depende da finalidade
do conjunto de dados. PedmineR facilita a estimativa de parametros demograficos e
genéticos baseados em dados de pedigree, e permite a incorporacdo de marcadores
microssatélites para uma analise conjunta deles. HetRank utiliza dados genéticos para
estimar a mediana da heterozigosidade individual para a possivel prole de potenciais
casais reprodutivos, sendo uma ferramenta Util para a tomada decisoes de programas de
reprodugao em cativeiro. Para testar a aplicabilidade destas ferramentas em programas de
conservagao, foram utilizados dados genéticos e demograficos de individuos em cativeiro
de Mico-ledo-de-cara-dourada (Leontopithecus chrysomelas), espécie em perigo de
extingdo. Os resultados produzidos nesta espécie mostraram o facil uso destes programas
e sugerem que a metodologia delineada neste trabalho pode ser repetida no estudo de

outras espécies.



ABSTRACT

The analysis of demographic and genetic data is recommended for the success of
conservation programs. The integration of this information to generate guidelines for
establishing self-sustaining populations and retain the greatest amount of genetic diversity
is one of the major objectives of ex sifu conservation programs. However, the lack of free
and easy-to-use programs developed for conservation purposes are rare. The development
of high-level programming languages such as Python and R allows researchers, outside
the area of computing, to create their own programs. In this work, three computational
tools were developed: STRR, PedmineR, and HetRank. These programs aim to assist in
studies of biodiversity conservation. They were designed to aid in the analysis of genetic
and demographic data. In such a way, STRR evaluates the quality of the panel of
microsatellite markers, and brings a filtering makes indications about the possible use of
it. PedmineR facilitates the estimation of demographic and genetic parameters based on
pedigree data allowing the incorporation of the panel of microsatellite markers. HetRank
predicts individual heterozygosity for the offspring of reproductive mates, been a useful
tool for captive breeding programs. The use of these tools in the study of the captive
population of the golden-faced lion tamarin (Leontopithecus chrysomelas) shows the
applicability and easy use of them, having outlined a methodology that can be repeated

in the study of other species.
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INTRODUCAO GERAL

Biologia da conservacio

Ao longo dos anos as sociedades humanas tém se beneficiado do uso dos recursos
naturais. A conservagdo dos mesmos foi iniciada quando nossas sociedades comecgaram a
pensar que as futuras geracdes também necessitardo desses recursos € para que isso se torna
necessario a utiliza¢do deles de maneira ambientalmente sustentdvel. Porém, para que o uso
dos recursos seja sustentavel, os processos e fungdes naturais que produziram o recurso,
como agua limpa e solo fértil, devem continuar funcionando corretamente e, portanto, devem
ser conservados ao longo do tempo (VAN DYKE, 2008). Com o passar dos anos, os
humanos reconheceram que os recursos naturais, como florestas ou populacdes de animais,
nao poderiam produzir recursos suficientes para serem explorados por todos. A menos que
essa exploragdo fosse limitada, o recurso se esgotaria. Apesar deste conhecimento, o homem

continua abusando e degradando a natureza.

A importancia de se conservar apresentou maior relevancia no ano de 1978 quando
o bidlogo Michael Soulé revelou, na agora nomeada de First International Conference on
Conservation Biology, que a taxa de extingdo das espécies era a maior dos ultimos 65
milhdes de anos (GIBBONS, 1992). Lamentavelmente, a imprudéncia humana estava
conseguindo exterminar a vida selvagem, provocando a extingao das espécies em taxas de
100 a 1000 vezes maiores que as naturais (PIMM et al., 1995). Isto tem ocasionado uma
extingdo em massa de espécies, as quais sO poderiam ser substituidas em nimero, por

processos evolutivos, que levariam milhdes de anos (MYERS et al., 2000). Este



desequilibrio entre a taxa de extingdo e especiacdo, causado pelo homem, tem gerado um

grande problema para o meio ambiente.

Entender que os humanos estdo sendo responsaveis pela sexta extingdo em massa fez
com que a biologia da conservagdo comegasse a ser reconhecida como uma “verdadeira
ciéncia”, a qual carrega a grande responsabilidade de conservar a biodiversidade (VAN
DYKE, 2008). Uma caracteristica da biologia da conservagdo ¢ que ela ndo tem como
objetivo desenhar todas as suas teorias e modelos, ela na maioria das vezes se aproveita
daqueles ja existentes com o objetivo de fornecer principios e ferramentas para a preservagao
da biodiversidade. Assim, a biologia da conservagdo consegue quebrar a dicotomia de

ciéncia pura versus ciéncia aplicada (SOULE, 1985).

Conservacao da biodiversidade

A biodiversidade ¢ a variagao entre os organismos vivos € os complexos ecoldgicos
dos quais fazem parte, isso inclui a diversidade dentro das espécies, entre as espécies, das
populagdes, dos ecossistemas e a diversidade genética (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2004a; HEYWOOQOD, 1995). Em um ponto de vista egoista, os seres humanos
deveriam preservar a biodiversidade pelos beneficios que a mesma os proporciona,
conservando os recursos biologicos e os servigos ecossistémicos empregados a nosso favor.
Porém, além do motivo exposto acima, devemos conservar a biodiversidade por razdes
éticas, pelo simples fato de que a nossa espécie nao tem o direito de extinguir as outras
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004a). Todo organismo tem um direito inerente a

existir, independentemente de ser valioso ou ndo para os seres humanos.



Na Convencdo sobre Diversidade Biologica (CBD - Convention on Biological
Diversity) foi reconhecida a importancia da conservagao da biodiversidade. Isto impulsou o
comprometimento da maioria dos paises em desenvolver e adequar estratégias, planos e
programas para a conservacdo e a utilizacdo sustentavel da biodiversidade (CBD, 1993).
Estratégias de conservacdo podem ser implementadas em duas condigdes in situ e ex situ,
sendo elas complementares, e necessarias para evitar a extingdo de espécies (CBD, 1993;

CONWAY, 2011).

Conservacao in situ

Uma estratégia de conservacao in situ implica ndo s6 a conservagao de uma espécie,
ela possibilita a conservacao de ecossistemas e habitats naturais, assim como a manutengao
e recuperagdo de populagdes vidveis de varias espécies (CBD, 1993). Este tipo de estratégias

apresenta trés principais vantagens:

e (obertura: a manutengdo de areas protegidas permite que um numero significativo
de espécies de diferentes tdxons sejam protegidos, incluindo espécies raras e
endémicas que habitam nelas (BURLEY, 1988; PRENDERGAST et al., 1993).

e Viabilidade populacional: a selecdo natural continua agindo sobre as populagdes e
elas mantém-se adaptadas ao seu habitat (CHRISTIE et al., 2012; SCHULTE-
HOSTEDDE; MASTROMONACO, 2015).

e Viabilidade econdmica: paises que preservam 4areas endémicas conseguem
armazenar material genético e bioquimico potencialmente valioso (REID et al., 1993;

SIMPSON; SEDJO; REID, 1996).



Estratégias de conservagao in situ sdo consideradas prioritarias (PRITCHARD et al.,
2011). No entanto, fatores como mudancas climdticas, invasdes, cac¢a ilegal, queimadas e
desmatamento diminuem a sua eficiéncia (HILL et al., 2015; LAURANCE, 2013;
LAURANCE et al., 2012). Também ¢ importante considerar que algumas espécies nao
podem ser mantidas no seu habitat pelo alto risco de serem extintas ou pela deterioracdo do

mesmo, como ¢ o caso de todas as espécies extintas na natureza (IUCN, 2017).

Conservacao ex situ

Conservacdo ex situ significa a conservacdo de componentes da diversidade
bioldgica fora de seus habitats naturais (CBD, 1993). Estratégias de conservacao ex sifu sao
consideradas complementares as in situ, sendo relegadas a um papel secundario nas politicas
de conservagdo (CBD, 1993; PRITCHARD et al., 2011). Isto devido as desvantagens que
apresentam para as populagdes cativas, como depressao endogamica, perda de diversidade
genética, acumulo de mutacdes deletérias, adaptagdo ao cativeiro e mudangas
comportamentais (MARSHALL; SPALTON, 2000; RALLS; BALLOU; TEMPLETON,
1988; ROLLINSON et al., 2014; SNYDER et al., 1996; WOODWORTH et al., 2002). No
entanto, diversas medidas tém sido tomadas para remediar estes efeitos negativos,
comegando pelo enriquecimento ambiental e pela participagao ativa dos zooldgicos em uma
ampla gama de atividades colaborativas para a criagdo e conservacdo de espécies
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004b; MAPLE; SEGURA, 2015; NEWBERRY,

1995).

Nos ultimos anos, os zooldgicos t€ém mostrado sua relevancia nos programas de
conservacao. Primeiro, porque a perda da biodiversidade continua aumentando, mesmo com

maior nimero de programas in situ tem-se observado a extingdo de populagdes dentro de
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areas protegidas (MAPLE; SEGURA, 2015; PRITCHARD et al., 2011; WOODROFFE,
1998). E segundo porque os zooldgicos tém gerado registros com valiosas informacgdes dos
animais em cativeiro, como o pedigree e historia de vida de todos os individuos. Informacdes
que ajudam no gerenciamento das populacdes e fornecem dados para estudos genéticos e
demograficos (CONDE et al., 2011; FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004b; MAPLE;

SEGURA, 2015; SHERWEN et al., 2015).

Os studbooks, registros dos animais em cativeiro, tém sido usados por Ralls e
colaboradores (1988) para determinar o numero de alelos letais de 38 espécies de mamiferos,
0s quais apresentaram uma mediana de 31; valor utilizado para os estudos de viabilidade
populacional de diversas espécies em cativeiro e de vida livre (LACY, 1993). Um estudo
que avaliou os registros de 119 populagdes de 88 espécies mantidas em cativeiro mostrou
que apesar das melhoras das estratégias ex situ a depressdo endogamica continua sendo um
problema comum nos zoologicos (BOAKES; WANG; AMOS, 2007). No entanto, a atual
disponibilidade de marcadores genéticos altamente polimoérficos tem promovido um niimero
crescente de pesquisas sobre depressdao endogamica e exogadmica em populagdes cativas
(BILSKI; PIE; PASSOS, 2013; CHARLESWORTH; WILLIS, 2009; ROLLINSON et al.,

2014).

As principais recomendagdes, obtidas das pesquisas com dados moleculares, para o
manejo das populagdes cativas ¢ minimizar o numero de fundadores, os quais ndo devem
estar relacionados, novos fundadores devem ser integrados sucessivamente na populacdo
cativa e estas populacdes devem manter o tamanho minimo necessario (WITZENBERGER;
HOCHKIRCH, 2011). Adicionalmente, estas populacdes devem ser capazes de reter a maior
quantidade de variabilidade genética com a finalidade de aumentar as chances de sucesso

das futuras reintrodu¢des (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2004b). Lamentavelmente,



estas recomendagdes ndo chegam a ser o suficientemente precisas para ser implementadas e
em momentos parecem contraditérias entre elas. Em poucas oportunidades ¢ explicado que
ao se manter populagdes pequenas o efeito da deriva genética € maior o que leva a perda de
diversidade genética, mas diferentes populacdes podem perder e reter diferentes alelos. Isso
permite que ao analisar todas as populagdes em cativeiro se tenha retido uma maior
diversidade que si se tivesse mantido uma unica popula¢do de maior tamanho. Esta falta de
interpretacdo e explicacdo ¢ um exemplo da falta da quebra da dicotomia de ciéncia pura e

ciéncia aplicada proposta por Soulé (1985).

Os estudos das populacdes em cativeiro tém continuamente mostrado resultados
divergentes. Como ¢ o caso da espécie Chrysocyon brachyurus, a qual apresenta um valor
de custo de endogamia negativo (calculado para F=0,25), indicando que sua sobrevivéncia
¢ maior em individuos com altos coeficientes de endogamia (RALLS; BALLOU;
TEMPLETON, 1988). No mesmo estudo foi observado que o numero de alelos letais de
duas espécies irmas nao ¢ similar, por exemplo o Lemur fulvus apresentou um valor de 19,5
e Lemur macaco 5,6. Estas divergéncias originadas pela historia de vida das espécies, assim
como do background genético de cada uma delas, impossibilitam estabelecer medidas
conservacionistas que possam ser aplicadas em todas elas. Portanto, o estabelecimento de
diretrizes para o manejo de uma populagao em cativeiro deve depender do conhecimento

demografico e genético que se tenha dela.

Integrar as informacdes demograficas e genéticas para o manejo das populagdes
cativas ndo ¢ uma tarefa trivial. Programas de facil uso desenvolvidos para fins
conservacionistas sdo escassos, podendo dificultar a interpretacdo dos diferentes tipos de
dados. Isto demonstra que ainda existe uma barreira entre pesquisadores e tomadores de

decisdes. Barreira que deve ser derrubada a fim de incrementar o sucesso dos programas de



conservagdo e sobre tudo pela recuperagdo das espécies, como a do mico-ledo-da-cara-
dourada (Leontopithecus chrysomelas), espécie atualmente catalogada como em perigo de

extingdo (KIERULFF et al., 2008).

O mico ledo da cara dourada (Leontopithecus chrysomelas)

O mico ledo da cara dourada (Leontopithecus chrysomelas) (Figura 1) ¢ um
primata de pequeno porte endémico da Mata Atlantica (KIERULFF et al., 2008;
KLEIMAN; RYLANDS, 2002). Originalmente, a distribui¢cdo de L. chrysomelas se estendia
entre o Rio de Contas (limite norte) e o rio Pardo (limite sul) no sul da Bahia (COIMBRA-
FILHO; MITTERMEIER, 1977). O desmatamento desta regido por interesses madeireiros e
agrondmicos tem levado a restri¢do das populagdes a pequenos fragmentos no estado da
Bahia (KIERULFF et al., 2008), porém pequenas populacdes tém sido encontradas ao sul do
Rio Pardo, na fronteira entre os estados da Bahia e Minas Gerais; provavelmente como
resultado da busca de novos habitats devido a destruicdo da floresta ¢ ao assoreamento do

Rio Pardo (KIERULFF et al., 2008; RYLANDS; SANTOS; MITTERMEIER, 1991).



Figura 1. Mico ledo da cara dourada (Leontopithecus chrysomelas) mantido em cativeiro
no Parque Zooldgico de Paris. Fonte: Cedricguppy. Licenga: Creative Commons
Attribution-Share Alike 4.0.

A inicios dos anos 1980 contava-se com uma Unica colonia de L. chrysomelas em
cativeiro, a qual tinha sido mantida no Banco Bioldgico da Tijuca e posteriormente no Centro
de Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ) (KLEIMAN; RYLANDS, 2002). A apreensao de
individuos ilegalmente exportados fez com que novas coldnias fossem estabelecidas na
Europa, Estados Unidos, Japao e Brasil (MALLINSON, 1987a, 1989). Com a finalidade de
manter o registro reprodutivo dos individuos destas colonias foi elaborado o primeiro

studbook da espécie, publicado no ano de 1987 (MALLINSON, 1987b).

A analise conjunta do atual studbook da espécie (LUDWIG; GALBUSERA, 2012) e
dados moleculares tém mostrado a existéncia de uma correlacao positiva entre a contribui¢ao
individual para o crescimento populacional e a heterozigosidade individual na populacao
mantida no CPRJ (OREFICE, 2015), ndo existindo correlagdo entre estas variaveis para a
populagdo da Fundacao Parque Zooldgico de Sao Paulo (FPZSP). Ja que em cativeiro os

acasalamentos ndo sdo ao acaso, esse resultado deve ser examinado com cuidado. Como



explica a autora, esta correlagdo pode estar relacionada a escolha preferencial de individuos
com maior heterozigosidade para reproducdo no CPRJ. Ao separar a contribuicao individual
para o crescimento populacional nos seus componentes sobrevivéncia e fecundidade
(COULSON et al., 2006), se observou que ndo existia correlacdo entre a heterozigosidade e

a sobrevivéncia.

Seguindo as recomendagdes dadas para o manejo de populacdes ex situ, reter a maior
quantidade de variabilidade genética, ao manter elevados valores de heterozigosidade
individual, deve ser uma prioridade para L. chrysomelas, esteja ou ndo a variavel
correlacionada com a sobrevivéncia das populagdes. No entanto ¢ importante determinar
quais varidveis aumentam as probabilidades de sobrevivéncia dos individuos. E
considerando que as populacdes devem manter um tamanho minimo para diminuir os efeitos
negativos do cativeiro ¢ primordial determinar quais sdo os melhores casais para reproducao.
De tal modo, este trabalho tem por objetivo determinar quais casais retém a maior quantidade
de variabilidade genética e aumentam as probabilidades de sobrevivéncia da progénie, os
quais devem ser considerados prioritarios para a reproducao. Entendendo que este tipo de
analise ¢ importante nao sé para L. chrysomelas, ¢ que deveria ser reproduzido em outras
espécies nos propomos a desenvolver programas de facil uso e com um foco
conservacionista. Com isto visa-se cumprir a premissa de Soulé (1985), derrubando a
barreira entre pesquisadores e tomadores de decisdes, conseguindo quebrar a dicotomia de

ciéncia pura e ciéncia aplicada.



CONSIDERACOES FINAIS

Um problema comumente atribuido as politicas conservacionistas ¢ que o uso das
diversas teorias e modelos ecoldgicos e genéticos, assim como a grande quantidade de dados
gerados ao longo de varios anos de pesquisas s6 tem um pequeno efeito nelas (DWIGHT;
OELSCHLAEGER, 1996; MASCIA et al., 2003; MEFFE; VIEDERMAN, 1995). Todo
trabalho feito no ambito da biologia da conservagao e que nao ¢ refletido no gerenciamento
das espécies pode ser considerado como perdido (MEFFE; VIEDERMAN, 1995). E
equivocado pretender que a extingdo de espécies serd evitada pela simples aquisi¢do de
conhecimentos (DWIGHT; OELSCHLAEGER, 1996). Portanto, fornecer principios e
ferramentas para a preservacao da biodiversidade € prioritario na biologia da conservagado
(SOULE, 1985). Neste trabalho foram desenvolvidas trés ferramentas computacionais que
visam auxiliar aos programas de conservagao, facilitando o uso e interpretagao de dados de

pedigree e de marcadores moleculares tipo microssatélite.

Tendo em consideracdo a necessidade de programas de facil manuseio e que
economize o tempo dos pesquisadores foi desenvolvida a funcdo STRR. Ela permite
caracterizar e avaliar a qualidade do painel de microssatélites escolhido em um tnico passo,
fornecendo, adicionalmente que tipo de analises podem ser realizadas com eles. Apesar da
existéncia de varios programas que permitem calcular o nimero de alelos por /oci, os alelos
raros, o conteudo de informacdo polimorfica, a probabilidade entre irmaos, a curva de
riqueza alélica e a correlagdo de Spearman, nenhum deles calcula todos estes pardmetros ao
mesmo tempo, o que obriga a criacdo de diferentes arquivos de entrada em diferentes

formatos dificultando as analises. Assim, STRR visa ante todo, facilitar o uso de marcadores
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genéticos e gerar diretrizes para os professionais que incursionam na area da genética da

conservacao.

Um painel de microssatélites informativos permite a estimagdo de parametros
genéticos, os quais podem ser analisados em conjunto com pardmetros demograficos, como
os inferidos a partir de dados de pedigrees e registros tipo studbooks. Com esta finalidade
foi desenvolvido o pacote para R, PedmineR. Ele infere diferentes parametros demograficos
a partir da identificacdo do individuo, data de nascimento, data de morte, sexo, identificagdo
dos parentais, status (vivo ou morto), identificagao da populagao e coeficiente de endogamia.
No entanto, seu funcionamento nao esta restrito a totalidade destas variaveis. Entendendo a
dificuldade de obter todas estas informacgdes ¢ possivel usar algumas das fungdes do
PedmineR sem ter o painel completo de dados. Finalmente, o programa permite a
incorpora¢do de dados moleculares ao calcular a heterozigosidade individual a partir dos

gendtipos fornecidos.

A terceira ferramenta apresentada neste trabalho ¢ o HetRank, o qual permite inferir
a heterozigosidade individual de possiveis casais reprodutivos. Assim, este programa visa
auxiliar aos programas de reprodugdo em cativeiro na sele¢ao de individuos que maximizem
areten¢ao da diversidade genética. Apesar da existéncia de ferramentas computacionais que
estimam diversos parametros de diversidade genética com base em dados moleculares,
nenhum deles oferece um resultado de facil aplicagdo e interpretacdo para os programas de
reproducdo em cativeiro. Por esse motivo o HetRank além de calcular a diversidade genética
traduz os resultados em um ranking de 1 até 7. Casais com valores proximos a um tém
maiores chances de originar progénies mais heterozigoéticas. O qual ajuda no objetivo de

manter altos niveis de diversidade genética nas populacdes.
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As trés ferramentas tém sido utilizadas no estudo da populacdo em cativeiro de
Leontopithecus chrysomelas. Com elas tem sido possivel analisar dados de pedigree e
moleculares, tipo microssatélite. O uso delas junto com outras ferramentas bioinformaticas
tem permitido identificar como as diferentes varidveis afetam a sobrevivéncia dos individuos
mantidos em cativeiro, observando-se que o tamanho da ninhada, experiéncia dos parentais
e o coeficiente de endogamia do pai influenciam no aumento ou diminui¢do das
probabilidades de sobrevivéncia das populacdes cativas. O uso de estes resultados junto aos
valores inferidos de heterozigosidade individual permitem determinar os casais reprodutivos
que maximizam a retenc¢do de diversidade genética e a probabilidade de sobrevivéncia da

progeénie.

A metodologia utilizada nas analises da populacdo em cativeiro de L. chrysomelas
pode ser repetido em outras espécies. Pesquisas futuras sobre as variaveis que afetam
diferentes medidas de fitness nas espécies, assim como a determinagdo do perfil genético
dos individuos serdo de grande importancia. No entanto, estas pesquisam devem incluir
recomendacdes praticas para o manejo das populagdes, e assim finalmente poder desfazer a
desconexdo entre o conhecimento bioldgico gerado e o sucesso das medidas

conservacionistas (MASCIA et al., 2003).
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