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RESUMO

O gavido-real, uma ave de rapina também conhecida como harpia ou uiracu, é a maior aguia
das Américas, ocorrendo em florestas tropicais da América Central e do Sul e depende desses
ambientes para sua sobrevivéncia. No Brasil, o gavido-real estd presente principalmente na
Amazébnia e na Mata Atlantica, com raros registros na regido central do Brasil. A caca e a
fragmentagdo florestal ameagam sua existéncia, levando essa espécie ser classificada como
ameacada de extin¢cdo, situada na categoria Vulneravel em toda sua distribuicdo. A Genética
da Conservacgdo visa preservar espécies ameacadas ou em vias de extincdo e a coleta das
informacdes genéticas pode ser realizada a partir de marcadores moleculares, como o0s
microssatélites (SSRs), polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) e o DNA mitocondrial.
Esses marcadores séo comumente usados na Genética da Conservagdo para compreender a
histéria evolutiva da espécie, avaliar a diversidade genética e a presengca de estrutura
populacional para desenvolver estratégias de manejo adequadas visando preservar a
variabilidade genética existente ao longo do tempo e espaco. O manejo pode ser realizado em
habitat natural (in situ) e em zoolégicos e criadouros conservacionistas (ex situ). Para o gavido-
real as acdes in situ focam na protecdo dos ninhos da espécie e de seus territorios e as acdes
ex situ focam principalmente no resgate, reabilitacdo, destinacdo dos individuos feridos e
reproducdo em cativeiro. Neste estudo desenvolvemos dez novos loci microssatélites
especificos para o gavido-real contendo alto polimorfismo e com poder de exclusdo de
parentesco e de identificac&o individual para auxiliar principalmente no manejo ex situ (Capitulo
). Os loci desenvolvidos nao apresentaram alelos nulos, ndo houve desequilibrio de ligacao e
apenas quatro loci desviaram da expectativa do equilibrio de Hardy-Weinberg. Além disso,
demonstraram eficiéncia em excluir os provaveis pais de um individuo, realizar a identificagcao
individual e detectar os niveis de parentesco entre os individuos. Assim, 0 novo conjunto de
microssatélites pode ser utilizado para auxiliar no direcionamento de estratégias do manejo ex
situ, visando melhores pareamentos reprodutivos, mantendo a diversidade genética e evitando
a endogamia e exogamia. Neste estudo também foi investigada a presenca de estrutura
genética para o gavido-real no Brasil a partir de polimorfismos de nucleotideo tnico (SNPs) e
do mitogenoma gerados por um sequenciamento com baixa cobertura (Capitulo Il). Quanto aos
SNPs, todos os pipelines utilizados resgataram um baixo sinal de estrutura genética para o
gavido-real no Brasil. O pipeline do DiscoSnpRad demonstrou maior eficacia para lidar com o
sequenciamento de baixa cobertura resgatando informacdes significativas e consistentes com
os resultados encontrados pelo mitogenoma, com a populacao localizada ao Norte do Rio
Amazonas apresentando maior diferenciagdo genética e as populacdes localizadas ao Sul do
Rio Amazonas e na Mata Atlantica apresentando semelhancas genéticas. Dessa forma, o0s
resultados obtidos nos dois capitulos desenvolvidos neste estudo fornecem ferramentas
moleculares e informag¢des que auxiliam no direcionamento de estratégias de manejo e em

tomadas de decisdes para a conservacao in situ e ex situ do gavido-real.

Palavras-chave: Harpia. Diversidade genética. Genética da Conservacdo. Gendmica.

Marcadores moleculares.
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ABSTRACT

The Harpy Eagle, also known as the “harpia” or “uiracu”, is the largest eagle in the Americas,
occurring in tropical forests of Central and South America and depending on these
environments for its survival. In Brazil, the Harpy Eagle is mainly found in the Amazon
Rainforest and the Atlantic Forest, with rare records in the central region of Brazil. Hunting and
forest fragmentation threaten its existence, leading this species to be classified as endangered,
listed as Vulnerable throughout its distribution. Conservation Genetics aims to preserve
endangered or threatened species, and the collection of genetic information can be carried out
using molecular markers such as microsatellites (SSRs), single nucleotide polymorphisms
(SNPs), and mitochondrial DNA. These markers are commonly used in Conservation Genetics
to understand the species evolutionary history, assess genetic diversity and the presence of
population structure, and develop appropriate management strategies to preserve the existing
genetic variability over time and space. Management can be carried out in the species natural
habitat (in situ) as well as in zoos and conservation breeding centers (ex situ). For the Harpy
Eagle, in situ actions focus on protecting the species nests and territories, while ex situ actions
mainly involve rescuing, rehabilitating, providing care for injured individuals, and breeding in
captivity. In this study, we developed ten new microsatellite loci specific to the Harpy Eagle,
showing high polymorphism and the ability to exclude parentage and individual identification,
primarily aiding ex situ management (Chapter I). The developed loci showed no null alleles, no
linkage disequilibrium, and only four loci deviated from Hardy-Weinberg equilibrium
expectations. Additionally, they demonstrated efficiency in excluding the likely parents of an
individual, performing individual identification, and detecting levels of relatedness among
individuals. Thus, this new set of microsatellites can be used to assist in guiding ex situ
management strategies, aiming for better reproductive pairings, maintaining genetic diversity,
and avoiding inbreeding and outbreeding depression. In this study, we also investigated the
presence of genetic structure for the Harpy Eagle in Brazil using single nucleotide
polymorphisms (SNPs) and the mitogenome generated through low-coverage sequencing
(Chapter Il). Regarding the SNPs, all the pipelines used retrieved a weak signal of genetic
structure for the Harpy Eagle in Brazil. The DiscoSnpRad pipeline demonstrated greater
effectiveness in handling low-coverage sequencing, retrieving significant and consistent
information with the results found through the mitogenome. The population located north of the
Amazon River showed greater genetic differentiation, while the populations located south of the
Amazon River and in the Atlantic Forest showed genetic similarities. Thus, the results obtained
in the two chapters developed in this study provide molecular tools and information that assist in
guiding management strategies and decision-making for the in situ and ex situ conservation of
the Harpy Eagle.

Palavras-chave: Harpy Eagle. Genetic diversity. Conservation genetics. Genomics. Molecular
markers.
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INTRODUGCAO GERAL

1. A espécie estudada: o gavido-real

O gavido-real, também conhecido como harpia ou uiragu, € uma ave de rapina
chamada cientificamente como Harpia harpyja (Linnaeus, 1758), pertencente a ordem
Accipitriformes, a familia Accipitridae e é a Unica espécie do seu género. A espécie é
considerada a maior 4guia das Américas e esta entre as maiores espécies de aguias existentes
no mundo, podendo alcancar uma envergadura de até 2 metros (Sick, 1997). Sua ocorréncia
limita-se as Américas Central e Sul com uma distribuicdo original estabelecida desde o sul do
México ao leste da Bolivia, leste do Brasil e extremo nordeste da Argentina (Vargas et al.,
2006).

Essa espécie é encontrada em florestas tropicais e depende desses ambientes para
sua sobrevivéncia, reproducdo e forrageamento (Alvarez-Cordero, 1996). O gavido-real é
classificado como um predador de topo, ocupando o nivel mais alto na cadeia trofica, se
alimentando majoritariamente de mamiferos de médio porte como, preguicas e macacos
(Aguiar-Silva et al., 2014). Em relagdo ao comportamento reprodutivo, o casal de gavides-reais
apresenta um padrao monogamico e constroi seus ninhos em arvores emergentes, que podem
atingir mais de 30 metros de altura (Fowler e Cope, 1964; Luz, 2005; Miranda et al., 2020). O
ciclo reprodutivo é longo, ocorrendo a cada dois a trés anos e gera apenas um filhote por
ninhada (Mufiz-Lépez et al.,, 2007). Ao final de cada nidificacdo, o casal retorna a mesma
arvore para iniciar um novo ciclo reprodutivo (Rettig, 1978).

O Brasil possui a maior area de ocupagdo do gavido-real, sendo encontrado nas
florestas densas e Umidas, com maior frequéncia na Amazodnia e logo em seguida, na Mata
Atlantica (Banhos et al., 2018). No entanto, existem raros registros de nidificagcdo e de
deslocamento da espécie no corredor de vegetacao aberta no centro do Brasil (Oliveira e Silva,
2006; Silva et al., 2013). Esses registros geralmente estdo associados as bordas dos rios com
presenca de matas ciliares ou de manchas florestais que funcionam como uma conexdo de
floresta permitindo a dispersédo do gavido-real entre a Mata Atlantica e Amazébnia, e até mesmo
a nidificacdo (Banhos, 2009).

Entretanto, as florestas que abrigam o gavido-real e suas conexdes estdo enfrentando
uma reducdo cada vez mais significativa. No bioma Amazébnico, aproximadamente 15% da
floresta foi desmatada entre 2019 e 2021, com maiores perdas ocorrendo no sul e leste da
bacia, regido conhecida como arco do desmatamento (MapBiomas, 2022). Na Mata Atlantica,
cerca de 88% da sua cobertura original foi perdida, restando apenas alguns remanescentes
florestais isolados (Fundacdo SOS Mata Atlantica, 2021). Além disso, a regido central do Brasil,
que inclui os biomas Cerrado e Caatinga, também sofre com altas taxas de desmatamento e
gueimadas, perdendo grande parte de seu territdrio para a agropecuaria (MapBiomas, 2022).

Segundo a BirdLife International (2023) o gavido-real é classificado como ameacado de
extingdo, situado na categoria Vulneravel. Entretanto, na Mata Atlantica, a situagcao da espécie
€ ainda mais preocupante, sendo classificada como Em Perigo ou Criticamente em Perigo
dependendo da regido encontrada (Alves et al., 2000; Bahia, 2017; Chaves et al., 2019). Essa
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vulnerabilidade esta associada principalmente a fragmentacdo e perda do habitat devido ao
alto indice de desmatamento vinculado as areas florestais do Brasil (Banhos et al., 2018).
Somado a isso, 0 gavido-real também enfrenta ameacas como caca, perseguicéo, trafico e
criagdo ilegal (Trinca et al., 2008; Miranda et al., 2021). Dessa forma, todos esses fatores

combinados representam um sério risco para a sobrevivéncia da espécie.

2. Genética da Conservacao

A Genética da Conservacdo, uma area de estudo derivada da Biologia da
Conservacao, busca conservar, principalmente, espécies ameagadas ou em vias de extingao
através de analises genéticas populacionais e evolutivas (Loeschcke et al., 1994). Com esse
proposito, a disciplina avalia um conjunto de informagfes para direcionar as estratégias de
conservacao, focando nas consequéncias que surgem da reduc¢do de uma populacdo através
dos fatores de ameaca que atestam a integridade e que impedem a adaptagcdo da espécie as
mudanc¢as ambientais (Frankham et al., 2010).

Espécies que estdo em situacbes de risco e que continuam enfrentando constantes
ameacas provenientes das ac¢des antropicas, costumam ser objeto de estudos voltados a
Genética da Conservacao devido ao fato de que essas ameacas podem causar alteracdes
genéticas a nivel populacional ao longo do tempo e espaco, gerando consequéncias para a
sobrevivéncia da espécie (Frankham et al., 2008; 2010). Exemplo disso € o desmatamento
florestal, que destréi o habitat natural e reduz a conectividade entre as areas florestais, em
consequéncia, as populacdes sao fragmentadas e o fluxo génico se torna inadequado entre as
populacfes (Frankham et al., 2017). Logo, uma populacéo originalmente grande e exogamica,
se torna reduzida e com auséncia ou pouca troca génica.

Além disso, a fragmentacdo populacional e a auséncia ou diminuicdo do fluxo génico
pode conduzir a populagédo original ao isolamento genético, podendo ocasionar a diferenciacédo
e a estruturac@o genética entre as diferentes populacdes (Hartl e Clark, 2010; Templeton,
2021). Outro problema que essas populacbes fragmentadas e com baixo fluxo génico
enfrentam, é com o aumento da endogamia, visto que uma populagao reduzida possui maior
probabilidade de cruzamento entre parentais e com a perda da diversidade genética através
da acao da deriva genética, uma vez que eventos ao acaso ocasionam a perda de alelos raros,
o0 aumento de homozigotos e o acimulo de alelos recessivos prejudiciais (Frankham et al.,
2008).

Com intuito de mitigar tais consequéncias, a Genética da Conservacédo pode auxiliar e
atuar em dois ambitos: in situ e ex situ. A conservacgao in situ é realizada em habitat natural,
onde é possivel a espécie dar continuidade aos processos evolutivos e adaptacBes ao meio
ambiente e suas mudancgas (Frankham et al., 2008). Portanto, trabalhos que visam entender a
histdria evolutiva, distribuicdo geografica, demografia e a biodiversidade molecular da espécie
sdo primordiais para estabelecer estratégias de conservagdo de forma correta e eficaz. Além
disso, €& crucial realizar esforcos que assegurem a preservagdo e recuperacdo dos
ecossistemas, uma vez que isso desempenha um papel fundamental na condugédo da

conservacao in situ.
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No eixo da conservacgao ex situ, a preservacao da espécie € realizada fora do ambiente
natural e sob supervisdo humana, como zooldgicos e criadouros conservacionistas (CBD,
1993). Os animais que sdo mantidos em cativeiro geralmente sdo individuos retirados da
natureza por acao antropica ou incidental e que ndo sdo aptos para voltar & natureza (Efe et
al., 2006). Esses animais possuem extrema importancia para a conservacdo, pois sdo
espécimes representativos das populagdes de vida livre que podem ser utilizados como um
reservatério genético para reproducdo em cativeiro, para conhecimento do comportamento da
espécie e para a educacao e sensibilizacdo ambiental (Francisco e Silveira, 2013).

Apesar do importante potencial, a conservacdo ex situ possui fatores limitantes como, a
falta de estrutura e espago adequados nos recintos, o elevado custo para manutencdo, o
namero reduzido de individuos aptos para a reproducdo em cativeiro e a consequente perda de
diversidade genética e tendéncia a depressdo endogamica, além da prépria adaptacdo ao
cativeiro, resultando em selec¢éo artificial (Frankham et al., 2010). Portanto, diante de todos
esses desafios, as instituicbes dedicadas a conservagdo precisam desenvolver estratégias de
manejo que vao garantir a manutencdo de populacdes viaveis e assegurar a representacéo da
espécie em termos de variabilidade genética e demografica (Francisco e Silveira, 2013).

Dado que o gavido-real estd em estado de vulnerabilidade e ainda enfrenta a caga e a
perda constante do seu habitat, monitorar e atuar de acordo com a sua necessidade é
importante para proteger a espécie de possiveis declinios locais, da redugdo do potencial
evolutivo e do elevado risco de extingdo. O Projeto Harpia, um projeto nacional de conservacéo
das aguias florestais (https://www.projetoharpia.org/), vem atuando ha mais de vinte anos em
territério brasileiro na conservagdo da espécie em seu habitat natural, executando acdes de
pesquisa, monitoramento e manejo para a conserva¢cdo do gavido-real na Amazodnia, na Mata
Atlantica e ecétonos associados.

O projeto também atua, juntamente com instituicdes parceiras, na conservagao ex situ
da espécie. Atualmente, as atividades ex situ envolvem principalmente o resgate, a reabilitacdo
e, se forem reabilitados com sucesso, na soltura de individuos que sao removidos da natureza
(Efe et al., 2006; Oliveira et al., 2022). Essas atividades tém como objetivo garantir o retorno
dos individuos reabilitados a natureza de forma segura para que possam continuar cumprindo
seu papel ecolégico em vida livre ou, se nao reabilitados, manté-los seguros em um ambiente
controlado e receber os cuidados necessarios para sua sobrevivéncia (Frankham et al., 2008;
Francisco e Silveira 2013). Outra atuacdo envolve a reproducdo em cativeiro para que 0s
individuos sejam utilizados em ag¢des de conservacdo no futuro caso seja necessario, com
intuito de reforcar as populagdes naturais ja existentes ou fundar novas populacdes e introduzi-

las a natureza (ltaipu Binacional, 2020; Oliveira et al., 2022).

3. Marcadores moleculares por sequenciamento de nova geracéo

As técnicas para estudos com marcadores moleculares tém sido aprimoradas com o0s
avancos tecnolégicos e com o desenvolvimento de novos pipelines e metodologias que
permitem a identificacdo de marcadores em escala genémica com alto desempenho e

acuracia. Todo esse avanco foi possibilitado com o advento das diferentes plataformas de
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sequenciamento de nova geracdo (NGS), proporcionando um sequenciamento de DNA em
grande escala, automatizado, paralelo e de alto rendimento (Slatko et al., 2018). Com essa
tecnologia, é possivel utilizar inlmeras amostras para sequenciar e genotipar milhares de
regides e genomas de interesse em um Unico passo e, consequentemente, oferecer maior
poder em detectar variantes novas ou raras.

Atualmente a lllumina é a plataforma mais utilizada de sequenciamento de DNA para
estudos clinicos e pesquisa, por causa da diversidade de ferramentas e protocolos
desenvolvidos para utilizar os dados gerados por NGS (Kulski, 2016). Em segundo lugar esta a
plataforma lon Torrent, escolhida muitas vezes por conta da velocidade na geracdo dos dados,
porém apresenta uma taxa de transferéncia de dados limitada e exige um controle de
qualidade mais rigoroso e criterioso para evitar artefatos em regiées homopoliméricas (Liu et
al.,, 2012). Vérios sdo os marcadores genéticos utilizados para estudos que abordam a
Genética da Conservacdo, dentre eles estdo o0s microssatélites, os polimorfismos de
nucleotideo Gnico e o mitogenoma.

Os microssatélites ou Simple Sequence Repeats (SSR) séo repeticbes em séries de 1
a 6 nucleotideos com altas taxas mutacionais (Schlbtterer, 2000). Devido as suas
caracteristicas é considerado um marcador altamente polimérfico e codominante, fornecendo
um grande numero de informagfes que podem ser utilizadas para diversas aplicaces, como a
avaliacdo da diversidade genética das populagbes naturais e cativas, estrutura populacional e
analises forenses (Turchetto-Zolet et al., 2017). A implementacdo das plataformas de
sequenciamento de alto rendimento simplificou o processo de isolamento de microssatélites e
da genotipagem das amostras em espécies ndo modelo, tornando a aquisicao desse marcador
molecular mais rapida, eficaz e menos custosa.

Além dos SSRs serem multialélicos, esses marcadores sdo acessiveis para compra,
quando ja desenvolvidos, e de facil reprodutibilidade. Em vista disso, com o objetivo de
direcionar os esforcos para um manejo genético eficaz e assertivo, 0os zoolégicos e criadouros
conservacionistas podem fazer uso dos SSRs para avaliar a diversidade genética da populagao
cativa e auxiliar nos programas de reproducéo em cativeiro (Witzenberger e Hochkirch, 2011;
2013). Essa estratégia visa realizar identificacdo individual e exclusdo parental dos individuos,
testes de atribuicdo e criacdo de matrizes de parentesco para orientar os melhores pares de
acasalamentos, evitando o cruzamento de individuos aparentados e preservando a diversidade
e estrutura genética existente na espécie (Turchetto-Zolet et al., 2017).

Os polimorfismos de nucleotideo Unico ou Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)
sdo variacBes genéticas que ocorrem quando um Unico nucleotideo é substituido por outro no
genoma, podendo ser originados por mutacfes pontuais no DNA, como as transicdes e
transversées (Allendorf et al., 2013). Os SNPs sado considerados marcadores bialélicos e
codominantes, possuem taxas de mutacdo relativamente baixas e sao altamente abundantes
no genoma, ocorrendo com maior frequéncia em regifes nédo codificantes (Turchetto-Zolet et
al., 2017). Com os avangos na area da gendmica e, principalmente, da bioinformatica, surgiram

métodos automatizados que permitem a identificacdo e genotipagem em grande escala de
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marcadores SNPs para espécies que ndo sao modelos, com custo reduzido e menor
necessidade de méo de obra (Kulsik, 2016).

Embora os SNPs sejam considerados menos informativos quando comparados com os
microssatélites por serem bialélicos, a sua presenca € ampla no genoma, permitindo a
identificacdo de milhares de variantes por amostra. Isso significa que o uso dos SNPs fornece
uma cobertura gendmica mais abrangente, oferecendo dados com mais qualidade, com baixa
taxa de erro na genotipagem e alta capacidade de detectar pequenas variacdes genéticas.
Desse modo, os SNPs sdo empregados com sucesso em diversos estudos para investigar e
aprimorar a compreensao da variacdo genética, estrutura populacional, aplicacdo em
taxonomia integrativa, andlise de selecdo natural e evolucdo adaptativa, bem como para testes
de paternidade e rastreabilidade (Turchetto-Zolet et al., 2017; Young e Gillung, 2019).

O mitogenoma refere-se ao genoma mitocondrial inteiro do individuo, incluindo todos
0S genes e a regido controle. Quando as amostras sdo sequenciadas utilizando as tecnologias
de NGS é possivel extrair e realizar a montagem do mitogenoma utilizando as sequéncias
referentes ao DNA mitocondrial (DNAmt). Esse marcador molecular é muito utilizado em
conjunto com marcadores nucleares, como SSRs ou SNPs, com objetivo de refinar e obter
resultados complementares em estudos que visam a reconstru¢ao da histéria evolutiva de uma
determinada espécie. Isto se deve ao diferente modo de heranca desses genomas, no caso do
mitogenoma a heranca € matrilinear e a taxa de mutacao € mais alta quando comparada com
genes nucleares que possuem heranca biparental (Templeton, 2021). Com isso, os padrbes
encontrados com DNAmMt podem ser mais informativos sobre eventos e processos histdricos,
enquanto os resultados obtidos com o genoma nuclear podem refletir padrbes mais
contemporéneos (Avise, 2009).

Como foi visto, o desenvolvimento tecnolégico no campo da NGS tém facilitado a
aquisicdo de novos marcadores moleculares e a obtencdo de dados gendbmicos em larga
escala. Nesse estudo, foram utilizados em conjunto os trés marcadores (SSRs, SNPs e
mitogenoma) descritos acima para alcancar uma resolu¢cdo mais precisa e elucidar perguntas
previamente ndo respondidas, bem como identificar loci mais variaveis para estudos que
abordam a genética da conservacao para o gavido-real. Portanto, utilizando essa abordagem
mais abrangente possibilita uma andlise mais robusta da diversidade genética, estrutura
populacional e histéria evolutiva da espécie e, com isso, auxilia a direcionar de forma mais

eficiente os esfor¢cos de conservagéo tanto in situ quanto ex situ.

4. Estudos moleculares para gavido-real

Estudar a biologia e ecologia do gavido-real, assim como monitorar a espécie na
natureza, apresenta grandes desafios. Isso se deve principalmente a baixa densidade
populacional da espécie, a sua capacidade de se deslocar por longas distancias e por habitar
no dossel das florestas tropicais densas, o que dificulta a detec¢éo dos individuos e de arvores-
ninhos (Gonzalez e Vargas, 2011; Banhos et al., 2018). Outro fator limitante é a captura e
marcacao dos individuos quando avistados, impedindo realizar identifica¢des individuais. Além

disso, pela auséncia de dimorfismo sexual na plumagem, os machos e as fémeas da espécie
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sdo dificeis de distinguir, sendo sexualmente distintos pelo tamanho corporal, com fémeas
maiores que os machos, e através da sexagem molecular (Banhos et al., 2008; Banhos, 2009).

Uma forma de minimizar as dificuldades para estudar o gavido-real é coletar amostras
em momentos oportunos, por exemplo, quando € solicitado o resgate de algum individuo, dos
animais cacados e até mesmo de espécimes que estdo mantidos em cativeiro ou depositados
em colecdes, e usa-las para estudos genéticos através dos marcadores moleculares. Poucos
foram os estudos para gavido-real utilizando marcadores moleculares, o primeiro deles foi a
obtencéo, caracterizagdo e otimizagdo de marcadores moleculares para auxiliar no manejo e
conservacao da espécie (Banhos et al., 2008). Os autores selecionaram loci microssatélites
heterélogos e aprimoraram um novo conjunto de marcadores sexuais para a espécie.

Nesse mesmo estudo, os 24 loci de microssatélites selecionados eram polimoérficos
apresentando uma diversidade genética baixa, mas demonstram alta robustez quanto aos
indices de probabilidade conjunta de identificagdo individual e de exclusdo de parentesco
(Banhos et al., 2008). Os marcadores sexuais foram importantes para confirmar o sexo dos
individuos visto que ha dificuldades de diferenciar machos e fémeas visualmente. Ambos os
marcadores se tornaram ferramentas Uteis para estudos genéticos com objetivo de auxiliar na
conservacao e manejo in situ e ex situ do gaviao-real.

O segundo estudo foi realizado com sequéncias da regido controle do DNAmt para
avaliar a diversidade genética, estrutura populacional e histéria demogréfica do gavido-real da
América Central e do Sul (Lerner et al.,, 2009). Como resultado, os autores encontraram
diferenciacdo genética significativa entre a populacdo da América Central e do Sul e um fluxo
génico restrito e unidirecional da América Central para a América do Sul. Entretanto, no estudo
foram utilizadas somente trés amostras do Brasil, ndo representando bem a distribuicdo da
espécie no pais e criando um viés amostral. Além disso, apesar dos recentes declinios
populacionais evidenciados na regido, foram encontrados altos niveis de diversidade
haplotipica (h = 0,906+0.020), realcando a importancia da conservacdo da populacdo local
(Lerner et al., 2009).

O terceiro trabalho de genética molecular para o gavido-real foi realizado somente em
territério brasileiro, onde a sua distribuicdo € mais ampla, com objetivo de esclarecer sobre a
diversidade genética, estrutura populacional e demografia da espécie no pais (Banhos, 2009).
No estudo foram utilizados dois tipos de marcadores moleculares, as sequéncias da regido
controle do DNAmt e 9 loci microssatélites heterdlogos disponibilizados em Banhos et al.
(2008). Como os dois marcadores utilizados apresentam formas de heranca distintas, foi
possivel observar e comparar os resultados encontrados.

Para o DNAmt os valores para diversidade genética foram relativamente mais baixos (h
= 0.688+0.039), houve diferenciacdo genética significativa entre a Amazdnia e Mata Atlantica,
de forma que quanto maior a distancia geografica, maior a diferenciacédo entre as populacées.
O autor também encontrou sinais de reducao populacional no passado e eventos migratorios
unidirecional da Mata Atlantica para a Amazdnia pelo leste do Brasil (Banhos, 2009). Além
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disso, utilizando os dados do DNAmt obtidos por Lerner et al. (2009) em conjunto, verificou o
oposto, detectando um forte sinal de migracao unidirecional da América do Sul para a Central.

Em relagéo aos microssatélites, a diversidade genética obteve um valor mais baixo (H.
= 0.477; H,= 0.456) quando comparado com o DNAmt, mas foi similar a outras espécies de
aguias ameacadas de extingdo. Os SSRs ndo encontraram diferenciacdo genética entre as
populagbes e nem reducdo populacional, mas detectaram uma dindmica populacional
bidirecional entre a Amazénia e Mata Atlantica, com a Amazénia recebendo mais migrantes
(Banhos, 2009). Por fim, o autor sugeriu uma dispersao dos individuos diferenciada entre os
sexos, onde as fémeas sdo mais residentes e os machos se dispersam mais, o que indica a
existéncia de um sistema de reproducédo poliginico, diferentemente do que foi observado na
sua ecologia (Fowler e Cope, 1964).

Até o momento, os microssatélites utilizados para investigar a diversidade genética do
gavido-real foram os heterélogos. O uso desse tipo de marcador € vantajoso pelo fato de ser
menos custoso quando comparado com o isolamento de microssatélites para a espécie
especifica. Porém, ha desvantagens na transferibilidade desses microssatélites, como
subestimar a diversidade genética por causa de possiveis mutagdes na regido de pareamento
do primer, podendo conter alelos nulos e gerar falsos homozigotos. Com intuito de solucionar
esse problema, Coser et al. (2014) desenvolveram 10 loci microssatélites polimorficos
especificos para o0 gavido-real, entretanto, resgataram pouco polimorfismo por locus,
inviabilizando andlises populacionais, de parentesco e de identificacao individual.

Em Banhos et al. (2016), uma extensdo de sua tese (Banhos, 2009), oito loci
microssatélites heterélogos disponibilizados em Banhos et al. (2008) foram utilizados em
amostras histéricas e contemporaneas para avaliar os efeitos do desmatamento da floresta
tropical brasileira nos niveis e na distribuicdo da diversidade genética do gavido-real. Os
resultados mostraram que a diversidade genética da espécie diminuiu nas regiées onde o
desmatamento € intenso, principalmente no Sul da Amazbnia e na Mata Atlantica. Em
contrapartida, as amostras situadas ao norte do Rio Amazonas, regido pouco alterada pela
pressao do desmatamento, apresentaram uma diversidade genética semelhante as amostras
histéricas de todo territério brasileiro (Banhos et al., 2016).

No mesmo estudo, a andlise de estrutura genética utilizando uma abordagem para
descoberta de grupos genéticos por meio dos microssatélites heter6logos, ndo encontrou
estrutura entre as populagdes (Banhos et al., 2016). Porém, através do F, foi encontrada uma
baixa diferenciacéo genética entre a populacéo do Norte da Amazodnia e as populagdes do Sul
da Amazobnia e Mata Atlantica e uma diferenciacdo nao significativa entre elas, indicando que o
Sul da Amazbnia e a Mata Atlantica abrigam populacBes de gavido-real geneticamente
semelhantes (Banhos et al., 2016). A diferenca genética observada na populacao do Norte da
Amazébnia pode ser atribuida a diferentes fatores, como o fluxo génico limitado devido a
distancia geografica entre as populacdes, menor necessidade de deslocamento em busca de
recursos devido a regido sofrer menos com o desmatamento ou o Rio Amazonas atuando

como uma barreira genética (Banhos et al., 2016).

20



Estudos também tém sido realizados no &mbito ex situ, envolvendo principalmente
esforcos para preservar a diversidade genética existente da espécie. Para isso, Oliveira et al.
(2022) compilou informagdes sobre a populagdo do gavido-real mantido em cativeiro no Brasil,
incluindo o nimero de individuos mantidos em cativeiros, o sexo, a identificacdo individual, o
tempo de cativeiro e sua origem, quando conhecida. Entretanto, ainda n&o foram compilados
dados que revelem as caracteristicas genéticas da populacéo cativa, limitando a formacéo de
pares reprodutivos através da variabilidade genética e o nivel de parentesco entre os
individuos.

Desde 1999 a reproducdo em cativeiro do gavido-real no Brasil é realizada pela
Sociedade de Pesquisa de Fauna Silvestre (CRAX) (Azeredo, 2005). Atualmente, o Reflgio
Biologico Bela Vista (RBV) da ltaipu Binacional € a instituicdo que mais reproduz e mantém
gavides-reais em cativeiro no mundo. De fato, a reproducdo do gavido-real em cativeiro é um
sucesso, porém os casais sdo formados sem nenhum levantamento genético dos individuos,
apenas com base na compatibilidade comportamental e em idades e origem semelhantes,
guando conhecidas (Watson et al., 2016; Oliveira et al., 2022). Dessa forma, a falta de estudos
genéticos da populacéo ex situ pode comprometer todo o esforgo realizado da reproducédo em
cativeiro gerando individuos com baixa diversidade genética e endogamicos.

Diante dos estudos genéticos realizados até o momento, 0 gavido-real € uma espécie
de grande preocupacdo para a conservacdo e sem duvidas muitos esforcos tém sido
direcionados para a conservacéo in situ e ex situ do gavido-real, no entanto, ainda é preciso
realizar novos estudos que esclarecam a composi¢céo genética das populacdes de gavido-real
no Brasil. Visto que os avangcos do sequenciamento NGS e da bioinforméatica tém
proporcionado grandes melhorias na obtenc¢é@o de novos marcadores moleculares e de bancos
de dados com maior nimero de variacbes e melhor qualidade, abre caminho para responder a
questbes ndo esclarecidas anteriormente e resolver incertezas.

Por fim, esse trabalho foi desenvolvido com objetivo de gerar ferramentas moleculares
mais eficazes para definir unidades de manejo necessarias para minimizar a perda de
diversidade genética e, ao mesmo tempo, elucidar a estrutura genética existente do gavido-real
no Brasil para preserva-la. O primeiro capitulo tem como foco desenvolver e fornecer um novo
conjunto de marcadores moleculares do tipo microssatélites especificos para o gavido-real com
intuito de auxiliar as instituicdes conservacionistas no manejo genético da populacao ex situ. O
segundo capitulo aborda a diversidade e estrutura genética do gavido-real no Brasil por meio
dos SNPs e do mitogenoma completo, marcadores ainda néo utilizados para a espécie e que
possuem um grande potencial para investigar e elucidar sinais de estrutura genética. Desse
modo, ambos os trabalhos poderdo ser aplicados na conservagéo da espécie no ambito in situ

€ ex situ.
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OBJETIVOS

Capitulo |

Objetivo geral

Desenvolver novos microssatélites especificos para o gavido-real, contendo elevado

polimorfismo para auxiliar principalmente no manejo da populacéo ex situ da espécie.

Objetivos especificos

e Desenvolver bibliotecas gendmicas e selecionar microssatélites altamente polimorficos
para o gavido-real,

e Avaliar a eficiéncia dos novos microssatélites quanto ao poder de exclusdo de
parentesco e de identificacdo individual,

e Avaliar a diversidade genética da populagdo do gavido-real ex situ;

e Estimar as rela¢des de parentesco entre os individuos dos gavides-reais cativos;

e Realizar a sexagem molecular dos individuos cativos;

e Gerar ferramentas genéticas U(teis para que estas possam ser utilizadas nas

recomendacdes de manejo da espécie.
Capitulo
Objetivo geral

Investigar a existéncia de estrutura genética para o gavido-real no Brasil, a partir de um

sequenciamento de baixa cobertura.
Objetivos especificos

o Utilizar diferentes pipelines para identificar e extrair variantes a partir de um conjunto de
dados gerado por sequenciamento de baixa cobertura;

e Selecionar a melhor estratégia para obter as variantes de acordo com o banco de
dados do estudo;

o Realizar andlises genéticas para descobrir e testar hipétese para a presenca de
estrutura genética para o gavido-real no Brasil utilizando SNPs e o mitogenoma;

e Gerar informagfes Uteis para direcionar as estratégias de manejo para o gavido-real.
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Resumo

O gavido-real (Harpia harpyja), uma das maiores aves de rapina do mundo, esta ameacado de
extingdo, sendo classificado como Vulnerdvel em toda sua distribuicdo. Para garantir a sua
conservacdo, além dos esfor¢os in situ, é fundamental realizar avaliacbes genéticas da
populacdo ex situ, a fim de desenvolver estratégias de manejo que evitem o aumento da
endogamia e a perda de diversidade genética ao longo do tempo. Neste estudo, foi utilizada a
plataforma de sequenciamento de nova geracdo lon Torrent PGM para desenvolver novos
primers para regides microssatélites especificas para o gavido-real e realizar a genotipagem
dos individuos de forma simultidnea. Estes marcadores foram validados em individuos de
gavido-real mantidos em cativeiro por zooldgicos e instituicdes conservacionistas brasileiras.
Foram selecionados um conjunto de dez loci microssatélites com elevado polimorfismo e alto
poder de exclusdo de parentesco e de identificacdo individual para auxiliar no manejo da
populagdo ex situ da espécie. Os loci microssatélites desenvolvidos ndo apresentaram alelos
nulos, ndo houve desequilibrio de ligacdo e apenas quatro loci desviaram da expectativa do
equilibrio de Hardy-Weinberg. A diversidade genética encontrada para a populagdo ex situ do
gavido-real amostrada neste estudo foi baixa. Os microssatélites demonstraram eficiéncia em
excluir os provaveis pais de um individuo, realizar a identificacdo individual e detectar os niveis
de parentesco entre os individuos. Diante disso, este estudo fornece um novo conjunto de
marcadores microssatélites eficientes para auxiliar no direcionamento de estratégias de manejo
ex situ, visando melhores pareamentos reprodutivos, evitando a endogamia e mantendo a
diversidade genética.

Palavras-Chave: Accipitridae. Harpia Harpyja. Conservacgéo ex situ. Reproducdo em cativeiro.

1. Introducéo

Harpia harpyja (Linnaeus, 1758), popularmente chamada de gavido-real ou harpia,
pertence a familia Accipitridae e € considerada uma das maiores aguias viventes do mundo.
Sua distribuicdo geogréfica compreende florestas priméarias densas e de galeria das Américas
Central e Sul, ocorrendo originalmente desde o sul do México ao leste da Bolivia, leste do
Brasil e extremo nordeste da Argentina (Vargas et al., 2006). Ao longo da histéria, a espécie

vem sofrendo com a reducao populacional em grande parte da sua distribuicdo, devido a perda
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de habitat e a caca (Trinca, 2008; Banhos et al., 2018). Estimativas apontam que a taxa de
declinio populacional do gavido-real pode chegar a cerca de 50% nas préximas trés geracoes
(BirdLife International, 2023). Por esses motivos, a espécie é considerada ameacada de
extingcdo em toda a sua distribuicdo, situada na categoria Vulneravel (BirdLife International,
2023).

Ac¢bes para a conservacao in situ e ex situ tém sido desempenhadas para reduzir as
ameacas de extincdo do gavido-real. Enquanto as acdes in situ focam na protecdo dos ninhos
da espécie e de seus territdrios (Aguiar-Silva et al., 2015; Sanaiotti et al., 2015), as acdes ex
situ focam principalmente no resgate, reabilitacdo e destinacéo dos individuos feridos (Oliveira
et al., 2022). Além disso, os zooldgicos e criadouros dedicados a conservagdo do gavido-real
possuem um acervo de individuos com grande potencial para servir como uma populacédo
reprodutiva de seguranca. Isso possibilita futuras intervencbes de manejo, incluindo
translocacdes entre as instituicdes e a reprodugcdo em cativeiro para reforgcar as populacdes
naturais j4 existentes ou, caso necessario, fundar novas populagbes que possam ser
introduzidas na natureza (Soares et al., 2008; Oliveira et al., 2022).

A reproducdo do gavido-real em cativeiro ocorre desde 1988, porém a sele¢do dos
pares reprodutivos € realizada baseada na compatibilidade comportamental e em informac¢des
contida no historico dos individuos, como idade, origem e sexo dos individuos (Watson et al.,
2016; Oliveira et al., 2022). Entretanto, informagdes errbneas ou ausentes sobre 0 histérico dos
individuos sdo frequentes e influenciam negativamente o0 manejo em cativeiro, como a
subestimacdo do nivel de parentesco entre os individuos reprodutores (Bowling et al., 2003;
Oliveira et al., 2022). Desse modo, os dados moleculares podem auxiliar no manejo, avaliando
a representatividade da populacdo em cativeiro, detectando erros nas informac¢6es do histérico
individual e, mais importante, desvendando o nivel de parentesco entre os individuos cativos.

Os microssatélites (SSRs) podem auxiliar na obtencao de informagdes genéticas, visto
que suas caracteristicas permitem identificar parentes, a determinar da identidade de
individuos e o estabelecer relagfes de parentesco. Devido a essa utilidade, muitos programas
de reproducao em cativeiro fazem uso dos SSRs para realizar andlises detalhadas da variagao
genética presente na populacdo, permitindo que as informag8es sejam aplicadas para evitar o
aumento da endogamia e a manter a viabilidade genética e demogréfica da populacao (Henkel
et al., 2012; Witzenberger e Hochkirch, 2013; Garg et al., 2016; Kleinman-Ruiz et al., 2019;
Campos et al., 2021; Coleman et al., 2023). No caso do gavido-real, existem SSRs que foram
transferidos de espécies filogeneticamente distantes (Banhos et al., 2008), contudo, essa
abordagem nem sempre é o ideal, pois esses marcadores podem perder informa¢des e conter
alelos nulos, subestimando a verdadeira diversidade genética da espécie e afetando as
andlises de parentesco (Barbara et al., 2007).

Com a implementacdo das plataformas de sequenciamento de alto rendimento e a
criacdo dos novos pipelines de bioinformética, surgiram técnicas avangadas e econdmicas para
isolar microssatélites espécie-especifico e genotipar as amostras com maior automatizagao e

padronizacdo, demandando menos tempo e esforco (Gardner et al., 2011). Essa tecnologia
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aumenta a resolucéo e acelera a obtencéo de resultados, tornando as analises genéticas mais
eficientes e contribuindo para a tomada de decisGes mais rapidas quanto ao manejo genético
da espécie. Em vista disso, Coser et al. (2014) desenvolveram microssatélites especificos para
gavido-real. No entando, a maioria dos loci apresentou baixo polimorfismo, ndo permitindo a
distingcdo confiavel entre os individuos de uma populagdo. Como resultado, a capacidade de
realizar analises precisas de parentesco e identificacdo individual para o gavido-real foi
prejudicada.

Diante disso, o objetivo deste trabalho foi isolar e desenvolver novos loci
microssatélites especificos para o gavido-real, contendo elevado polimorfismo, alto poder de
excluséo de parentesco e de identificacao individual para auxiliar principalmente no manejo da
populagéo ex situ da espécie e para garantir que a populacéo ex situ se mantenha saudavel e
viavel ao longo do tempo.

2. Material e Métodos
2.1.Desenvolvimento de novos microssatélites

Com intuito de isolar e caracterizar os novos microssatélites para o gavido-real, os
primers foram projetados a partir de uma biblioteca genémica gerada no sequenciador lon
Torrent Personal Genome Machine (PGM) utilizando uma amostra de sangue de um individuo
resgatado em Parintins, Amazonas, cedida pelo Projeto Harpia (www.projetoharpia.org).

A obtencd@o da representagdo reduzida do genoma foi através da metodologia de
ddRADseq com algumas adaptacées (Hrbek et al., 2020), seguindo as etapas: (1) extracédo do
DNA usando CTAB a 2% com adicdo de 15 mg/mL de proteinase K; (2) digestdo do DNA
gendmico (200 ng) usando duas enzimas de restricdo Pstl (corte raro) e Csp6l (corte frequente)
e ligacdo simultdnea dos adaptadores P1 (corte raro) e AY (corte frequente); (3)
enriquecimento do produto da digestdo/ligacdo através da reagdo em cadeia da polimerase
(PCR); (4) purificacdo do produto enriquecido com esferas magnéticas (beads) preparadas
através do protocolo BOMB #4.2 (Oberacker et al., 2019); (5) selecdo de tamanho dos
fragmentos da amostra purificada entre 374 e 456 pares de base (pb) no Pippin Prep (Saga
Science); (6) purificagdo com beads e quantificacdo no fluorémetro Qubit 2.0 (Thermo Fisher
Scientific); (7) PCR clonal de emulsdo e o carregamento do chip 318 lon PGM (Life
Technologies) no lon Chef e (8) sequenciamento do chip no lon Torrent PGM usando o kit lon
PGM Sequencing 400 (Life Technologies).

Apéds obter as sequéncias, 0 arquivo de saida gerado pelo sequenciador (.bam file) foi
convertido para fastq através da fungdo bam2fq do software Samtools 1.13 (Danecek et al.,
2021) e foi filtrado para remover as sequéncias muito curtas (< 100 pb). Em seguida, os
microssatélites foram filtrados e selecionados através do pipeline QDD3 (Meglécz et al., 2014),
utilizando os parametros: (1) microssatélites contendo pelo menos 10 repeti¢des (motivo tipo di
ou trinucleotideo) em comprimento; (2) ser preferencialmente simples e perfeitos; (3) selecéo
do tamanho do produto de PCR entre 120 e 300 pb; (4) exclusdo de pares de primers

localizados muito préoximos (< 20 pb) da regido de microssatélites alvo; (5) implementacao do
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"melhor desenho de primer" quando multiplos pares de primers sdo sugeridos para amplificar a
mesma regido repetitiva; (6) tamanho do primer entre 18 e 27 pb e temperatura de pareamento
entre 57 e 63°C e (7) sequéncias de consenso com polimorfismo detectado em suas leituras.
Os pares de primers foram selecionados a partir dos pardmetros estabelecidos e em
seguida, foi adicionado as extremidades dos primers forward e reverse os linkers, 5'-
CGCTCTTCCGATCT-3" e 5-AAACGACGGCCAGT-3", complementares aos adaptadores P1 e
AY da plataforma lon Torrent. Para cada adaptador foram desenhadas variagfes de barcodes
de seis nucleotideos cada, permitindo diferentes combinac¢des para indexacdo dos individuos.
Os novos primers selecionados foram sintetizados pelo grupo GenOne Biotech e,
posteriormente, testados referente a sua eficacia na amplificagdo via PCR, principalmente em
relacdo a temperatura ideal para o pareamento correto. Por fim, os loci microssatélites que

amplificaram corretamente foram sequenciados para as amostras de gavidao-real.

2.2.Amostragem, extracdo de DNA e identificagdo do sexo

Ao todo, foram doadas amostras de sangue de 25 individuos de gavido-real cativos, 23
nascidos na natureza e dois nascidos em cativeiro, no Criadouro de Animais Silvestres da
Itaipu Binacional (CASIB; Apéndice 1). As amostras foram disponibilizadas por quatro
zoolégicos e trés instituicdes conservacionistas (Apéndice 1). Dentre os 23 individuos nascidos
em vida livre, 13 sé@o provenientes da floresta Amazodnica, trés da floresta Atlantica, um da
regido central do Brasil e seis de origem desconhecida. Destes individuos de origem
desconhecida, trés individuos séo provavelmente oriundos do estado do Para (Apéndice 1). O
DNA foi extraido usando o kit Qiagen (Valencia, CA, EUA) e sua qualidade verificada no
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific). A identificacdo do sexo para todas as

amostras foi realizada através do DNA seguindo o protocolo de Banhos et al. (2008).

2.3.Amplificagao e preparacéo da biblioteca de sequenciamento

Para padronizar, em uma aliquota a parte, todas as amostras de DNA foram ajustadas
para uma concentragdo de 20 ng/uL. Em seguida, todas as amostras foram amplificadas via
PCR separadamente para cada par de primers desenvolvidos neste estudo, para evitar a
formacdo de quimeras. A reagdo continha um volume final de 10 pL, consistindo em: 1 pL de
DNA, 3,2 uL de Nuclease-Free ddH,0O, 1 pL de dNTPs (1 mM), 1 yL de MgCl, (2,5 mM), 1 pL
de tampdo 10X de Tag Buffer com (NH4),SO,4 (75 mM Tris-HCI pH 8.8 a 25 °C, 20 mM de
(NH,),S0O,), 0,5 uL de BSA (2 mg), 1 pL (0,2 pM) de primer forward e reverse e 0,3 uL de Taq
DNA polimerase (0,1 U). Todas as reagBes ocorreram no termociclador Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems) e as condi¢des de ciclagem foram: (1) desnaturacgdo inicial a 94°C por 60
S; (2) 35 ciclos de desnaturagéo a 94 °C por 30 s, pareamento dos primers a uma temperatura
especifica do primer (Tabela 1) por 30 s e extenséo a 68 °C por 40 s; e (3) uma extenséo final
de 72 °C por 300 s.

Para formar o pool individual, foram transferidos 3 pL de cada produto de PCR por
individuo/microssatélite para uma placa de 96 pocos. Dessa forma, cada pool individual
continha todas as regides microssatélites amplificadas. Os pools foram purificados com as
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beads para remover os produtos de PCR abaixo de 100 pb de cada pool individual. Para a
purificacéo foi utilizado uma proporcao de 0,8 uL de beads para 1 pL do pool individual, que
foram ressuspendidos no mesmo volume inicial de cada pool. O resultado das purificacdes foi
visualizado em gel de agarose 1% (p/v).

Posteriormente, os produtos de PCR do pool individual purificados foram transferidos
para uma nova placa de 96 pocos, onde a indexa¢do dos individuos foi realizada através da
ligacdo dos adaptadores AY e P1 contendo combinagGes Unicas de barcodes para cada
individuo. Os reagentes para a PCR de ligacdo dos adaptadores foram preparados
separadamente para o adaptador A (4,5 pL) e P1 (4,5 uL), contendo: 1,8 yL Nuclease-Free
ddH,0O, 0,5 pL de dNTPs (2,22 mM), 0,5 uL de MgCl, (5,55 mM), 0,5 uL de tampédo 10X de
tampéo (166,66 mM Tris-HCI pH 8.8 a 25 °C, 44,44 mM de (NH,),S0O,), 0,25 BSA (4.44 mg),
0,4uL do primer A ou P1 (0,44 pM) e 0,15 pL de Taq DNA polimerase (0,1 U). Apés os
adaptadores A e P1 foram misturados em 1 pL do pool individual, totalizando em um volume
final de 10 pL. As ligacBes dos adaptadores ocorreram no termociclador Veriti Thermal Cycler
(Applied Biosystems) e as condi¢des do ciclo da PCR de ligacdo foram: (1) desnaturacgéo inicial
a 94°C por 60 s; (2) 15 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, pareamento dos adaptadores
a 48 °C por 30 s e extenséo a 68 °C por 40 s; (3) extenséo final de 72°C por 420 s.

Em seguida, foi transferido 3 uL de cada pool individual ligado aos adaptadores para
um tubo de 1,5 mL e purificados novamente com as beads, formando a biblioteca de
sequenciamento. Por fim, a preparacdo e o carregamento da biblioteca de sequenciamento
foram realizados na plataforma lon Chef (Thermo Fisher) e o sequenciamento no sequenciador
automético lon Torrent PGM (Thermo Fisher). Todo o processo de amplificagdo e preparacao
da biblioteca de sequenciamento esta exemplificado na Figura 1. Para a demultiplexacdo das
leituras de cada amostra sequenciada foi utilizada a ferramenta fqgrep
(github.com/indraniel/fqgrep), buscando as combinagdes dos barcodes de seis pares de bases
contidos nos adaptadores AY e P1 e armazenando dos reads em um arquivo fastq para cada

amostra.

2.4.Genotipagem e andlises estatisticas

Os arquivos individuais em formato fastq foram utilizados para identificar as sequéncias
correspondentes aos microssatélites a partir do pipeline SSRseq (Lepais et al., 2020) e do
programa FDSTools (Hoogenboom et al., 2017). Logo, para cada individuo, foi recuperado a
sequéncia completa, contendo a regido de microssatélite e as regides extremas das repeti¢cdes
(regido flanqueadora). Em seguida, um arquivo fasta foi criado para cada locus, contendo as
variagOes alélicas de cada individuo identificadas pela ferramenta allelefinder do FDSTools. As
sequéncias foram alinhadas e editadas manualmente através do AliView (Larsson, 2014). Por
fim, foram gerados quatro bancos de genotipagem, sendo eles: (1) FullLength - o tamanho
completo da sequéncia, incluindo as regides flanqueadoras e a regido microssatélite; (2)
RepeatFocused - apenas o tamanho da regido microssatélite; (3) SSRs - o tamanho da regido

microssatélite alvo e quaisquer outros tipos de repeticdo observados na sequéncia completa e
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(4) CAT - dados concatenados, ou seja, todo tipo de polimorfismo encontrado na sequéncia

(repeticdes + SNPs + indels) de maneira categorica.

Primer F Regido Microssatélite
Adaptador linker
e GAGAGAGAN s

Adaptador linker
1 o Primer R
Primeira PCR

35 ciclos

POOL INDIVIDUAL
Adaptador AY l

Barcode
Barcode s GAGAGAGAN s

Segunda PCR
l %5 ciclos Adaptador P1

s GAGAGAGAN s

l

BIBLIOTECA DE SEQUENCIAMENTO

l

Sequenciamento de Nova Geracédo: lon Torrent

l

Analises de Bioinformatica

Figura 1. Representacdo esquematica da estratégia de amplificacdo e preparacdo da
biblioteca para o sequenciamento de nova geracdo pela plataforma lon Torrent.

Todos os bancos de dados foram filtrados através de um script personalizado no R (R
Core Team, 2022), selecionando as amostras e os loci que continham somente 10% de dados
faltantes em sua genotipagem. Os artefatos como, stutters da PCR, presenca de alelos nulos e
outros ruidos sistémicos foram filtrados pelo FDSTools (Hoogenboom et al., 2017) e verificados
pelo Micro-Checker v2.2.3 (Van Oosterhout et al., 2004). Os parédmetros de diversidade
genética, incluindo o namero de alelos (N,), heterozigosidade observadas (Ho) e esperadas
(Hg) e equilibrio Hardy-Weinberg (HWE) foram obtidos no programa Arlequin 3.5 (Excoffier e
Lischer, 2010). A significancia estatistica para o desequilibrio de ligacdo foi estimada utilizando
a correcdo de Bonferroni através do programa FSTAT 2.9.4 (Goudet, 2003). Como ndo houve
diferencas significativas entre os quatro bancos de dados de genotipagem em relagdo aos
parametros de diversidade, o método FullLength (1) foi escolhido para a caracterizagdo dos
microssatélites, por ser um método semelhante ao método usual de genotipagem, facilitando
entendimento e o uso dessa ferramenta nos criadouros para monitoramento € no manejo
reprodutivo.

A probabilidade de excluséo de paternidade (Q), a probabilidade conjunta de excluséo

de paternidade em todos os loci (QC), a probabilidade de identidade genética (l) e a
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probabilidade conjunta de identidade genética em todos os loci (IC) foram calculadas através
do software GenAlEx 6.5 (Peakall e Smouse, 2012). Os resultados dessas probabilidades
podem variar de 0 a 1. Portanto, a probabilidade de excluséo de paternidade indica a eficiéncia
dos loci em excluir um individuo aleatério da populagdo como pai e/ou mde em potencial,
entdo, quanto mais proximo de 1, mais informativo sao os loci. Quanto a identificacdo
individual, verifica-se a probabilidade de dois individuos, sorteados aleatoriamente, de uma
populagdo com o genétipo idéntico em multiplos loci. Com isso, quanto menor o valor de I,
maior a probabilidade de identificar o individuo.

Para investigar a existéncia de parentes proximos entre os individuos de gavido-real
amostrados nesse estudo (N = 25), foi utilizado o software ML-Related (Kalinowski et al., 2006).
Este programa calcula os coeficientes de parentesco par a par (r) com base em estimativas de
maxima verossimilhanca fornecendo as relagdes com maior probabilidade para cada par de
individuos e os classifica em quatro tipos de relagbes de parentesco mais comuns: nao
relacionados (U), meio-irméos (HS), irmaos completos (FS) e pais-filhos (PO). Adicionalmente
o software gera um conjunto de confianca para cada relagdo entre os pares e compara as
relacdes potenciais com as relagfes alternativas.

Com base nisso, adotou-se uma abordagem conservadora para a classificacdo de
parentesco, sendo considerados como relacionados apenas 0s pares nos quais a categoria U
ndo estava presente no conjunto de confianca de 95%. Aqueles com apenas a categoria U
inclusa no conjunto foram considerados nédo relacionados, enquanto 0s pares que
apresentaram qualquer combinacdo de categorias relacionadas e ndo relacionadas foram
considerados como tendo uma relagdo ambigua. Os pares identificados como relacionados
pela andlise foram submetidos a um teste de hipotese utilizando um teste de razdo de
verossimilhanga entre a relacdo com maior probabilidade e as rela¢des alternativas estimadas
pelo conjunto de confianga. Para cada teste foi utilizado 100.000 simulagfes e um limiar de
significancia de p < 0,05. Se o valor de p fosse menor que o nivel de significancia, era possivel
concluir que a relagdo com maior probabilidade se ajusta aos dados significativamente melhor

do que as relagBes alternativas.

3. Resultados
3.1.0btenc¢édo dos novos microssatélites

Apds o sequenciamento e pré-processamento dos reads da biblioteca gendmica do
gavido-real, foi obtido um total de 141.281 reads, com fragmentos variando entre 101 a 605 pb,
com tamanho médio de 311 pb. Destes, um total de 2.860 sequéncias apresentaram regides
microssatélites apés executar o PIPE1 do QDD3. Apés o PIPE2, um total de 1.046 singletons e
412 sequéncias consenso Unicas (total de 1.458 sequéncias) foram obtidas, que apos a
execucao do PIPES3, resultaram em 1.020 sequéncias contendo microssatélites dentro das
nossas especificacdes e um total de 12.664 desenhos alternativos de primers para estas
regides microssatélites. Dentre as 1.020 sequéncias de microssatélites, as mais frequentes
foram na forma de dinucleotideos (78,52%), seguido por tri (16,67%), tetra (3,13%), penta
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(1,18%) e hexa (0,50%). Desses microssatélites disponiveis, dezenove (15 dinucleotideos e 4
tri) foram escolhidos para genotipar os individuos de gavido-real. Quanto ao teste de eficacia
dos 19 pares primers recém-desenvolvidos, dois pares ndo foram eficientes na amplificagéo via

PCR, restando 17 regides microssatélites para a genotipagem.

3.2.Caracterizagdo dos novos microssatélites

A genotipagem dos individuos obteve um total de 306.403 reads brutos, com o nimero
de reads por amostra variando entre 8.859 a 15.793 e um valor médio de 12.256 reads. Dos 17
microssatélites sequenciados, apenas o locus Hhal6 néo foi sequenciado corretamente, sendo
descartado do conjunto de dados, restando 16 loci no total. Destes, a filtragem de locus e de
amostras com mais de 10% de dados faltantes removeu 4 loci (HhaO7, Hhall, Hhal3 e
Hhal5) e um individuo (HZ14). Além disso, dois loci (Hhal0 e Hhal7) apresentaram
monomorfismo e foram removidos das andlises subsequentes. Ao final, 10 loci e 24 individuos
foram selecionados para a caracterizagdo dos microssatélites (Tabela 1).

Quanto a integridade dos dados, ndo foram observados artefatos de stutters e nem a
presenca de alelos nulos para os loci desenvolvidos. Além disso, nenhuma evidéncia
significativa foi detectada para o desequilibrio de ligacdo apds a correcdo de Bonferroni,
indicando que os loci ndo estéo ligados fisicamente e podem ser considerados marcadores
independentes. Quatro loci (Hha02, Hha03, Hha06 e Hha09) apresentaram desvios
significativos (P < 0.05) para o equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE). No que se refere as
medidas de diversidade genética para a caracterizagédo dos 10 loci microssatélites polimorficos,
0 nimero de alelos (N,) variaram de 2 a 8, com o nimero médio de 4.4. A heterozigosidade
observada (Ho) e esperada (Hg) variaram de 0.0416 a 0.8750 e de 0.0416 a 0.8102,
respectivamente. As médias da heterozigosidade observada e esperada foram de 0.3541 e
0.4432, respectivamente (Tabela 1).

Em relacdo & probabilidade de exclusédo de parentesco, os valores de Q variaram entre
0.0387 e 0.7328, somando os esforgos, o valor de QC foi de 0.9938 (Tabela 1; Apéndice 2).
Quanto a identificacdo individual, os valores de | variaram entre 0.0928 e 0.9208, e o IC foi de
2.6684 x 10° (Tabela 1; Apéndice 2). Contudo, selecionando os loci Hha02, Hha03, Hha05 e
HhaO6 e os combinando é possivel ter um resultado similar e eficiente para exclusao de
parentesco e identificacdo individual usando um menor nimero de marcadores (QC = 0.9661 e
IC = 1.2505 X 10°; Apéndice 3).

Analisando os pares de coeficiente de parentesco com maior probabilidade e suas
respectivas categorias, foram 237 pares categorizados como U, 26 como HS, 20 como FS e 17
como PO (Apéndice 4). Porém, averiguando o conjunto de confianga (Apéndice 5) foi possivel
assumir apenas 18 pares relacionados, os quais apresentaram relacionamento HS, FS ou PO
com conjunto de confianga em que a categoria U ndo estava presente; 44 nao relacionados,
com apenas a categoria U inclusa no conjunto e o restante apresentou relacionamentos
ambiguos, impedindo a identificacdo do relacionamento entre os pares com maior exatidao.

Os pares com maior probabilidade de estarem relacionados, mas que incluem em seu

conjunto de confian¢a a relagdo U (ou seja, um dado ambiguo) foram submetidos a testes de
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hipétese. Como resultado desses testes, observou-se que 8 pares (HZ03-HZ19, HZ05-HZ13,
HZ06-HZ23, HZ07-HZ13, HZ12-HZ13, HZ14-HZ18, HZ14-HZ22 e HZ14-HZ25) com alta
probabilidade de estarem relacionados (HS, FS ou PO; Apéndice 6) apresentaram um valor
menor que o nivel de significAncia quando foram testados quanto a possibilidade de ndo serem
relacionados. Isso indica que o relacionamento sugerido pela analise com maior probabilidade
se ajusta melhor do que a alternativa de n@o haver relagdo entre os pares. Quanto aos 18
pares relacionados sem apresentar a relagdo U em seu conjunto de confianca, 13 foram
considerados FS e cinco PO com maior probabilidade. Dentre esses, esta presente uma familia
com relacionamento conhecido a priori. Essa familia € composta por quatro individuos, onde
HZ15 e HZ16 sdo irmdos completos nascidos no Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu
Binacional (CASIB) a partir de um cruzamento entre os individuos HZ12, uma fémea de origem
desconhecida, e HZ13, um macho oriundo do Paran4, divisa com Argentina.

Diante dessa informacdo a priori, os relacionamentos esperados entre HZ12-HZ15,
HZ12-HZ16, HZ13-HZ15 e HZ13-HZ16 eram de pais-filhos (PO) e entre HZ15-HZ16 irmaos-
completos (FS). O valor estimado para as relagcfes foram corretos (Apéndice 4 e 5), exceto
para o relacionamento entre HZ13-HZ16, que foi estimado como FS ao invés de PO e HZ15-
HZ16 como PO ao invés de FS. Cabe ressaltar que os pais (HZ12-HZ13) também
apresentaram alto valor de parentesco, com maior probabilidade de serem PO, porém o
conjunto de confianga resgatou relacionamentos alternativos, incluindo U e HS (Apéndice 5).
Por esse motivo e por optar pela conservacdo dos dados assumimos um relacionamento
ambiguo, mas com grandes chances desse cruzamento ter sido realizado entre parentes pelo
fato do teste de hipotese apresentar um valor abaixo do nivel de significancia (p-valor = 0.029)
para o relacionamento U.

Excluindo a familia com relacionamento conhecido, o restante dos pares relacionados
(13 pares) a maioria dos casos envolveram individuos provenientes do mesmo estado ou de
localidades préximas. Entre esses pares, seis casos corresponderam a individuos oriundos do
estado do Pard (HZ03-Hz09, HZ06-HZ08, HZ06-HZ24, HZ08-HZ23, HZ08-HZ24 e HZ23-
HZ24); outros quatro casos, entre individuos oriundos de estados vizinhos, sendo dois casos
entre Para e Bahia (HZ05-Hz19; HZ06-HZ19), um entre Para e Amapa (HZ17-HZ25) e um
entre Mato Grosso e Rondbnia (HZ14-HZ20); e por dltimo, trés casos entre individuos de
origem conhecida e outro de origem desconhecida, sendo um individo oriundo do estado de
Rondénia (HZ01-HZ21) e dois do estado do Para (HZ03-HZ11 e HZ05-HZ12) (Apéndice 4).

3.3.Amostragem e identificagdo do sexo

Inicialmente, de acordo com o banco de dados fornecido pelas instituicbes, havia 12
machos e 13 fémeas. No entanto, ao analisar o DNA dos 25 individuos, constatou-se que cinco
individuos anteriormente identificados como machos eram, na verdade, fémeas (HZ01; HZ05;
Hz06; Hz09; HZ10; Apéndice 1), correspondendo a 20% de identificagcdo incorreta da
amostragem realizada neste estudo (N = 25). Além disso, ndo houve nenhuma identificagcao
incorreta de fémeas. Portanto, apés essa correcdo, foram contabilizados sete machos e 18

fémeas.
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Tabela 1. Caracterizacdo de 10 microssatélites em 24 individuos de gavido-real (Harpia harpyja) mantidos em cativeiro no Brasil.

Locus Repeticdo Tamanho T.(C) N N, Ho He Prane Q |

Motif Sequéncia do primer (5' - 3" (bp)
HhaO1 (AC)1o E gg%%ngg;gig§é$$gg%— 158 59 24 2 0.2500 0.2234 1.000 0.1667 0.6342

Hha02  (AC)w ETC%TGGJCISE(?SITTCTECCST%@F%? 192 59 24 8  0.4583 08102  0.000° 07328  0.0928
Hha03  (AG),  — ATGGCAAGTCGCTAGAACGG 204 57 24 5 05416 06693  0004° 05172  0.2154

R- GGCTGCTATTCCACTTGCCA

F- GTGGAAGGGAGTTAGCGTGG
HhaO4 (AC)12 R- ATGGCTCTGTCTAACCTGCG 125 59 24 2 0.0416 0.0416 1.000 0.0387 0.9208

F- ACAAGGTCACATCTTCCCGC
Hha05 (AGC)11 R- AAACTGTTCTGCCTCGCTGA 179 59 24 8 0.4583 0.5186 0.235 0.4269 0.3504

F- ACCAGGCTGTAAGGGTTGAAG -
Hha06 (AG)12 R- TGGACAGATGTGGAGTGTCG 121 59 24 4 0.8750 0.6817 0.000 0.5421 0.1783

F- CATCCGTAGCCATGCACAGA
Hha08 (AC)10 R- CTTACCTGGGTGTCAGCACA 155 57 24 4 0.3333 0.4140 0.207 0.3507 0.3899

F- ACCCAAGCTCTTCCTGGATG «
Hha09 (AC)12 R- TCAAAGCGTATGAAGCCAGGA 198 57 24 4 0.0833 0.4609 0.000 0.3786 0.3483

F- TCCTCCTTGGAAGCAGCAAG
Hhal2 (AG)11 R- AGCTCAGTTTCTGGAGTCAGG 120 57 24 3 0.2916 0.3448 0.112 0.2527 0.4833

Hhal8  (AChs o o R e 150 57 24 4 02083 0.2677  0.252 02496  0.5564
média = média = QC= IC =
0.3541 0.4432 0.9938  2.6684x10°

F, forward; R, reverse; bp, pares de base; T,, temperatura de pareamento dos pares de primers (°C); N, niumero de individuos genotipados; N,, himero de
alelos; Ho, heterozigosidade observada; Hg, heterozigosidade esperada; Pywe, probabilidade de desvio para o equilibrio de Hardy-Weinberg (p-valor); Q,
probabilidade de exclusdo de paternidade em um locus; QC, probabilidade de exclusdo de paternidade para todos os loci; I, probabilidade de identidade
genética em um locus; IC, probabilidade de identidade genética para todos os loci. Desvio significativo do equilibrio de Hardy-Weinberg em *p<0,05.
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4. Discusséao

No Brasil, esfor¢cos para reproduzir o gavido-real em cativeiro tiveram inicio em 1995
(Azeredo, 2005). Desde entdo, com a contribuicdo da Sociedade de Pesquisa de Fauna
Silvestre (CRAX) e do RBV da Itaipu Binacional, o nimero de individuos nascidos em cativeiro
aumentou com o passar dos anos e atualmente, quando comparado com outros paises, 0
Brasil contém a maior populacéo ex situ do gavido-real, contendo 86 individuos selvagens e 53
nascidos em cativeiro (N = 139) até o ano de 2020 (Oliveira et al., 2022). De fato, a reproducao
em cativeiro do gavido-real se tornou um sucesso, porém os dados genéticos basicos da
populagédo ex situ ndo foram levantados anteriormente e a escolha dos pares reprodutivos
ainda é realizada através da compatibilidade comportamental entre os individuos e dos
registros histéricos individuais como, origem, idade e sexo (Watson et al., 2016; Oliveira et al.,
2022).

Entretanto, muitas vezes esses registros histéricos possuem imprecisdes ou lacunas de
informagBes que podem comprometer significativamente o sucesso do manejo ex Situ e a
conservacdo da espécie (Bowling et al., 2003; Oliveira et al., 2022). Como exemplo, neste
estudo, seis individuos de gavido-real ndo continham informacao concreta sobre a sua origem
e de acordo com Oliveira et al. (2022) cerca de 26% da populacdo ex situ total possui origem
desconhecida. A falta dessa informacéo dificulta direcionar boas estratégias para os programas
gue visam a reproducdo em cativeiro e futuras reintroducdes, pois populacBes de diferentes
localidades podem apresentar variagdes genéticas que resultaram de adaptacdes especificas a
ambientes locais. Entdo, se essa informacao ndo for considerada, pode resultar em uma perda
potencial de variagdo genética para a populagdo em cativeiro (Allendorf et al., 2013; Frankham
et al., 2017).

Outra imprecisdo dos resgistros individuais notada neste estudo foi a identificacdo
equivocada do sexo dos individuos. Por meio da sexagem molecular, foi constatado que cinco
individuos tiveram seu sexo erroneamente determinado (Apéndice 1). Dado que o gavido-real
ndo apresenta dimorfismo sexual e a distingdo entre 0os sexos ocorre somente pelo tamanho
corporal, com os machos sendo menores que as fémeas, a identificacdo do sexo de forma
visual pode ser imprecisa, principalmente quando os individuos séo jovens. Esse erro tem um
impacto direto em programas de reproducdo principalmente na selecdo de novos pares
reprodutivos e na compatibilidade comportamental entre os individuos reprodutores. Portanto, o
método mais confiavel para determinar o sexo dos gavides-reais € através da analise molecular
do DNA (Banhos et al., 2008).

Ademais, vale enfatizar, que o pareamento dos individuos mantidos em cativeiro
baseando-se apenas nas informacdes dos registros histéricos pode subestimar o nivel de
parentesco entre os pares, podendo acarretar sérios problemas genéticos na populagdo ex
situ, como aumento da endogamia e perda da diversidade genética (Witzenberger e Hochkirch,
2011; Frankham et al., 2017). Portanto, para garantir a salde e a viabilidade da populacdo em
cativeiro a longo prazo, realizar analises moleculares fornece dados mais realistas sobre as

relacbes de parentesco dentro de populagdes cativas (Goncgalves-Silva et al.,, 2010;
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Witzenberger e Hochkirch, 2011; 2013; Garg et al., 2016; Kleinman-Ruiz et al., 2019; Campos
et al, 2021; Coleman et al, 2023). Nesse contexto, o conjunto de microssatélites
desenvolvidos neste estudo desempenha um papel crucial ao possibilitar a obtencédo de
informagBes genéticas dos individuos facilitando um manejo mais eficiente e preciso da
populacédo ex situ do gavido-real.

Os novos loci que apresentaram desequilibrio de HWE provavelmente sao resultado da
mistura de individuos pertencentes a diferentes populacdes (Apéndice 1), conferindo o efeito
Wahlund, o qual é mais pronunciado a medida que aumenta a diferenciacdo entre as
populacbes (Waples, 2015). Estudos anteriores evidenciaram diferencas genéticas para o
gaviao-real no Brasil (Banhos, 2009; Banhos et al., 2016). Tais informag¢des também precisam
ser consideradas no manejo ex situ, pois embora misturar individuos de origem diferentes
possa reduzir a probabilidade de depressdo endogamica e aumentar a diversidade genética,
também pode aumentar o risco de depressao exogamica (Frankham et al., 2017). Assim, é
importante avaliar e evitar a formacdo de pares reprodutivos no caso de existir diferentes
unidades evolutivas e ao realizar translocacdes de uma area para outra ou reintroduzi-los em
seu habitat natural € necessério ter cautela para néo introduzir linhagens ou grupos genéticos
inadequados para o local especifico.

O alto valor para a exclusdo de parentesco (QC = 0.9938) e o baixo indice de
identidade genética (IC = 2.6684x10-5) indicam que o conjunto de loci desenvolvidos possuem
grande potencial para excluir os provaveis pais de um individuo e realizar a identificacdo
individual. Além disso, também é possivel realizar a identificacdo de parentes e de individuos
com alta confiabilidade utilizando um painel com somente quatro marcadores (Hha02, Hha03,
Hha05 e Hha06; Apéndice 3). Essas informag¢fes individuais obtidas através dos marcadores
moleculares sdo de extrema importancia para o conhecimento da populacdo ex situ do gavido-
real, visto que muitos individuos chegam ao recinto sem informacdes sobre sua origem
(Oliveira et al., 2022) e automaticamente sdo assumidos como tendo alto parentesco na
populacdo ou ndo relacionado (Nielsen et al., 2007; Gongalves-Silva et al., 2010). Contudo,
sem informacgdes genéticas, essas suposi¢des imprecisas podem excluir individuos importantes
geneticamente para a reproducao ou subestimar o nivel de parentesco entre os pares.

Espécies ameacadas de extingdo, como o gavido-real, geralmente possuem um
namero limitado de individuos reprodutores em cativeiro, com isso, aumenta a probabilidade de
ocorrer cruzamentos entre parentes (Frankham et al.,, 2010). Assim, saber o coeficiente de
parentesco entre os individuos possui um significado bioldégico extremamente importante para
programas de reproducdo em cativeiro e devem ser utilizados para acrescentar informacgfes
aos registros histoéricos, direcionar as translocacdes dos individuos entre as instituicdes e na
formacéo dos pares reprodutivos menos aparentados, com intuito de gerar filhotes que iréo
amenizar a tendéncia endogamica da populacdo ex situ e, a0 mesmo tempo, preservar a
diversidade genética existente da espécie (Witzenberger e Hochkirch, 2011; Frankham et al.,
2017).
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A analise de parentesco evidenciou a eficiéncia dos novos marcadores desenvolvidos
neste estudo em detectar vinculo genético entre os individuos. Tal eficiéncia pode ser
observada claramente nos relacionamentos de primeiro grau esperados para a familia de
gavides-reais pertencente a RVB da Itaipu Binacional (Apéndice 4). Também foi evidenciado
que a unido dos pais HZ12 e HZ13, baseada na compatibilidade comportamental e nos
registros histéricos dos individuos, subestimou a rela¢do de parentesco com maior potencial
entre esses individuos. Mesmo que a presenca do relacionamento U no conjunto de confianca
possa criar alguma ambiguidade, os testes de hipotese indicaram a existéncia de algum grau
de parentesco entre HZ12 e HZ13 (Apéndice 5 e 6). Com base nessa informacéo, além dos
valores de maior probabilidade de relacionamento, é importante avaliar com cautela o conjunto
de confianc¢a e realizar os testes de hipétese para obter maior exatiddo ao excluir ou considerar
possiveis pares relacionados.

Além disso, o novo conjunto de microssatélites revelou a existéncia de outros
individuos que quando pareados apresentam um determinado nivel de parentesco. A maioria
desses individuos provém de &reas geograficamente proximas, incluindo estados vizinhos
como Pard e Amapa, Mato Grosso e Rond0Onia, assim como municipios vizinhos dentro do
mesmo estado, como Santarém e Tucurui. Essas associacdes sugerem a ocorréncia da
reproducdo do gavido-real nessas regides e sua dispersdo ao redor. Mais uma vez, torna-se
evidente a importancia dos dados moleculares para conhecer e orientar a formagdo de pares
reprodutivos, destacando que nao é suficiente considerar apenas a origem conhecida ao
formar casais, uma vez que o gavido-real possui alta capacidade de explorar vastas areas
durante seus voos podendo se dispersar por longas distancias (Urios et al., 2017; Naveda-
Rodriguez et al. 2022).

Quanto a diversidade genética, os microssatélites desenvolvidos para o gavido-real
neste estudo apresentaram niveis mais baixos quando comparados com o estudo realizado a
partir de microssatélites transferidos por Banhos et al. (2016). Entretanto, os autores
detectaram perda de diversidade genética ao longo do tempo para a espécie a partir de uma
ampla amostragem histdrica e atual na Amazénia e na Mata Atlantica (Banhos et al. 2016).
Ademais, foram observados niveis de diversidade genética maiores para outras aguias também
classificadas como vulneraveis, como a Aquila adalberti (HO = 0.516 e HE = 0.549) e Aquila
heliaca (HO = 0.563 e HE = 0.627) (Martinez-Cruz et al., 2004). Tais descobertas destacam a
importancia de monitorar a diversidade genética do gavido-real e implementar estratégias de
manejo adequadas para garantir a sua manutengdo ou até mesmo maximizar a diversidade a
longo prazo.

Coser et al. (2014) também desenvolveram microssatélites especificos para o gavido-
real e encontraram baixos niveis de diversidade genética para a espécie (HO = 0.364 e HE =
0.365). Curiosamente, seus resultados quanto a diversidade genética foram semelhantes aos
encontrados neste estudo, sugerindo ser uma caracteristica especifica dos marcadores
microssatélites para essa espécie. No entando, os mesmos autores identificaram loci menos

polimérficos, inviabilizando analises de parentesco e identificagédo individual. Por outro lado, no
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estudo atual, a selecdo criteriosa do melhor conjunto de marcadores e o uso da genotipagem
por sequenciamento de nova geracao foi crucial para resgatar loci com maior variacdo sendo
Uteis para identificar o parentesco entre os individuos. Além disso, a genotipagem através do
sequenciamento de nova geracdo acelera a obtencdo dos resultados nas tomadas de decisdes
para o manejo da poulacdo ex situ (Gardner et al.,, 2011; Putman and Carbone, 2014;
Rosazlina et al., 2015).

A baixa diversidade genética encontrada nos microssatélites € preocupante para a
viabilidade das popula¢gbes do gavido-real, considerando o importante papel da diversidade
genética na adaptacdo da espécie as mudancas ambientais (Frankham et al., 2010). No
entanto, é relevante notar que o namero limitado de individuos cativos amostrados (24 de 86
nascidos em vida livre) pode ter influenciado nesse resultado. Além disso, enquanto a
conservacao ex situ busca proteger a diversidade genética total da espécie, nossos dados
indicam que a populacdo em cativeiro estudada ndo abrange toda a variacdo genética na
natureza, ao contrario de estudos anteriores com amostragens mais amplas encontrarando
maior diversidade (Banhos 2009; Banhos et al., 2016). Dessa forma, uma abordagem que
inclua mais individuos e de diferentes origens pode recuperar maior diversidade genética, com
a presenca de diferentes alelos.

Por fim, os marcadores moleculares microssatélites juntamente com os marcadores
sexuais aprimorados por Banhos et al. (2008) demonstraram ser ferramentas moleculares
eficazes para preecher lacunas presentes nos registros histéricos dos individuos e gerir a
populacdo ex situ de acordo com resultados adquiridos pela diversidade genética e dos niveis
de parentesco encontrados. Adicionalmente sugerimos que esses marcadores sejam aplicados
para toda a populacdo ex situ do gavido-real, para obter mais informac¢des sobre cada individuo
ndo amostrado nesse estudo e poder direcionar estratégias mais assertivas para 0 manejo
genético, atuando principalmente no pareamento de casais menos aparentados para manter
populaces autossustentaveis e demograficamente estaveis, capazes de reter diversidade
genética e evitar a depressdo endogamica ao longo do tempo, cumprindo com o objetivo da

conservacao ex situ.
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8. Apéndices

Apéndice 1. Instituicbes doadoras das amostras de sangue dos gavides-reais e as respectivas informagBes de cada individuo amostrado como a
identificacdo individual, origem, nascimento e o0 sexo pelo histérico e pela sexagem molecular.

Amostras Cadigo Microchip Instituicdo doadora Local de Origem - Estado Nascimento Sexo (Histérico) Sexo (DNA)
Hz01 26439 977.200.001.259.029 Fundagéo Parque Zooldgico de Sdo Paulo Rondbdnia Natureza Macho Fémea
Hz02 16166 977.200.000.676.341 Fundagéo Parque Zooldgico de Sdo Paulo Britania - Goias Natureza Fémea Fémea
HZz03 20189 AVID 069.862.570 Fundacéo Parque Zoolégico de Séo Paulo Desconhecida - Para* Natureza Fémea Fémea
Hz04 17251B 963.008.000.141.725 RVB da lItaipu Binacional Bahia Natureza Fémea Fémea
HZ05 339610 963.000.000.339.610 RVB da lItaipu Binacional Para Natureza Macho Fémea
HZ06 211482 977.200.001.211.482 RVB da lItaipu Binacional Para Natureza Macho Fémea
HZz07 602 963.008.000.141.608 RVB da Itaipu Binacional Tucurui - Para Natureza Fémea Fémea
HZ08 594 963.008.000.141.620 RVB da Itaipu Binacional Tucurui - Para Natureza Fémea Fémea
HZ09 1929 963.000.000.001.929 Parque das Aves Para Natureza Macho Fémea
HZz10 45671B 953.000.000.094.567 RVB da lItaipu Binacional Para Natureza Macho Fémea
Hz11 2828 977.200.001.170.386  Parque das Aves Desconhecida Natureza Fémea Fémea
Hz12 8831 900.115.000.378.831 RVB da Itaipu Binacional Desconhecida Natureza Fémea Fémea
Hz13 141710IB  963.008.000.141.710 RVB da Itaipu Binacional Parana Natureza Macho Macho
Hz14 08932 900.032.001.008.932  Zoolodgico Municipal de Curitiba Matupa - Mato Grosso Natureza Fémea Fémea
HZz15 12919 985.121.005.412.919  Zooldgico Municipal de Curitiba CASIB Cativeiro Fémea Fémea
HZ16 41678 963.008.000.141.678  Zooldgico Municipal de Curitiba CASIB Cativeiro Macho Macho
Hz17 17108 977.200.000.701.102  Fundagéo Parque Zooldgico de S&o Paulo Desconhecida - Para* Natureza Macho Macho
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HZ18

HZ19

HZ20

HZ21

HZ22

HZ23

HZ24

HZ25

6956

6916

AV0728

AV0005

AV0007

HHF AP

977.200.004.892.688

977.200.004.928.177

963.000.000.195.035

963.000.000.167.101

963.008.000.038.298

963.008.000.033.766

Zooldgico de Brasilia
Zoolégico de Brasilia
Zooldgico de Belo Horizonte
Zoolégico de Belo Horizonte

Zoolégico de Belo Horizonte

Hayabusa Falcoaria e Consultoria Ambiental
Hayabusa Falcoaria e Consultoria Ambiental

Hayabusa Falcoaria e Consultoria Ambiental

Desconhecida - Para*
Salvador - Bahia

Guajara Mirim - Rondénia
Desconhecida

Rond6nia

Santarém - Para

Para

Laranjal do Jari - Amapa

Natureza

Natureza

Natureza

Natureza

Natureza

Natureza

Natureza

Natureza

Macho

Fémea

Macho

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Fémea

Macho

Fémea

Macho

Macho

Fémea

Macho

Fémea

Fémea

* provavel estado de origem; RVB, Reflgio Biol6gico Bela Vista; CASIB, Criadouro de Animais Silvestres da Itaipu Binacional.

Apéndice 2. Combinacao gradativa dos 10 loci em relagdo a probabilidade de identidade genética (I) e a probabilidade de exclusédo de paternidade (Q).

indices 1 142 14243 1424344 14243+445 14243+445+6 1424344454648 142+3+445+6+8+9  LT2t3F4ATO1648+ 1424344454648+
9+12 9+12+18

Q 1.7E-01 7.8E-01 8.9E-01 9.0E-01 9.4E-01 9.7E-01 9.8E-01 9.9E-01 9.9E-01 9.9E-01

| 6.3E-01 5.9E-02 1.3E-02 1.2E-02 4.1E-03 7.3E-04 2 8E-04 9.9E-05 4.8E-05 2.7E-05

Apéndice 3. Combinacao gradativa dos quatro loci em relacéo a probabilidade de identidade genética (I) e a probabilidade de exclusdo de paternidade (Q).

indices 2 2+3 2+3+5 2+3+5+6
Q 7.3E-01 8.7E-01 9.3E-01 9.7E-01
| 9.3E-02 2.0E-02 7.0E-03 1.3E-03
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Apéndice 4. Matriz de coeficiente de parentesco (r) e suas respectivas relagdes com maior probabilidade entre pares dos 25 individuos de gavido-real
mantidos em cativeiro amostrados neste estudo.

Hz01 | HZO02 | HZ03 | HZ04 | HzZO5 | HZO6 | HZO7 | HzZO8 | HZ09 | HZ10 | HZ1l1 | HZ12 | HZ13 | HZ14 | Hz15 | HZ16 | HzZ17 | HZ18 | HZ19 | HZ20 | HZz21 | HZ22 | HZ23 | HZ24 | HZ25

Hz01 - U HS U U U U ] V] U HS U U u U U U U u U FS u U u HS
Hz02 0.16 - U U U U U U U U U U U HS U U u U u U U u U HS U
HZ03 0.31 0.01 - u HS U U U FS U PO U U U U U U ] PO U U u U u U
Hz04 0.17 0.00 0.00 - U U U U U U U u U u U U u U u U U u U u U
HzZ05 0.33 0.00 0.19 0.00 - U HS U PO U U FS PO U HS U U U FS U U U U u U
HZ06 0.00 0.03 0.00 0.00 0.00 - U FS U U U FS U PO PO U U PO FS FS U u FS FS U
Hz07 0.04 0.02 0.00 0.00 0.19 0.00 - U U HS U HS PO u FS HS u U u U U u U u U
HzZ08 0.04 0.09 0.33 0.00 0.00 0.57 0.00 - U HS HS U U U U U U U U U U U FS FS HS
HZ09 0.12 0.00 0.38 0.08 0.39 0.00 0.00 0.05 - U U u U u U U u U HS U U u U u U
HZ10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.23 0.19 0.27 0.00 - HS u U u U U u U u U U u HS u U
HZ11 0.21 0.00 0.54 0.13 0.00 0.12 0.02 0.3 0.12 0.17 - u U u U U u U u U HS u U u U
HZ12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.55 0.44 0.28 0.11 0.00 0.00 0.00 - PO u PO PO u U u U U u PO u U
HzZ13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.24 0.5 0.00 0.07 0.00 0.00 0.50 - U PO FS U U U U U HS U u U
HZ14 0.06 0.20 0.00 0.00 0.00 0.57 0.00 0.11 0.00 0.13 0.00 0.00 0.00 - HS U u FS u FS U PO U PO FS
HzZ15 0.00 0.00 0.00 0.03 0.21 0.5 0.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.61 0.61 0.22 - PO U HS u HS U U PO U U
HZ16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.10 0.08 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.50 0.76 0.22 0.70 - u U u U U HS U HS U
HZ17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.45 0.00 0.00 - U u U U u U u FS
Hz18 0.09 0.00 0.04 0.00 0.09 0.50 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.21 0.48 0.19 0.19 0.18 - U U U U U U U
HZ19 0.09 0.00 0.38 0.00 0.43 0.71 0.00 0.15 0.23 0.11 0.04 0.00 0.44 0.36 0.00 0.00 0.00 0.36 - U U u U u U
HZ20 0.00 0.17 0.00 0.00 0.00 0.43 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.72 0.37 0.18 0.00 0.25 0.26 - U FS U u U
Hz21 0.32 0.12 0.13 0.08 0.20 0.00 0.00 0.00 0.06 0.00 0.20 0.13 0.00 0.00 0.00 0.00 0.12 0.18 0.00 0.00 - u U u U
HZ22 0.21 0.20 0.00 0.00 0.00 0.05 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.14 0.55 0.15 0.24 0.00 0.23 0.05 0.36 0.15 - U u HS
Hz23 0.00 0.10 0.00 0.00 0.00 0.45 0.32 0.6 0.00 0.27 0.00 0.50 0.18 0.00 0.47 0.08 0.11 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 - FS HS
HZ24 0.00 0.23 0.12 0.00 0.00 0.76 0.09 0.62 0.00 0.11 0.05 0.17 0.00 0.50 0.11 0.25 0.00 0.00 0.29 0.09 0.00 0.00 0.54 - U
HZ25 0.18 0.00 0.16 0.00 0.07 0.15 0.00 0.13 0.00 0.06 0.00 0.00 0.00 0.67 0.00 0.00 0.71 0.00 0.05 0.05 0.00 0.16 0.16 0.00 -

U, ndo relacionados; HS, meio-irméos; FS, irméos completos; PO, pais-filhos.
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Apéndice 5. Lista com as estimativas de maxima verossimilhan¢a do coeficiente de parentesco
e relacionamento com maior probabilidade entre pares dos 25 individuos de gavido-real

mantidos em cativeiro, obtidas por meio do ML-Relate.

Delta Ln(L)

Individuo 1 Individuo 2 r R LnL(R) U HS FS PO 95% IC
Hz01 Hz02 0.1596 u -30.52 - 0.5 1.49 9999 U, HS
Hz01 Hz03 0.3079 HS -27.25 0.73 - 0.04 9999 U, HS, FS
Hz01 Hz04 0.1705 U -35.44 - 1.68 3.6 9999 U, HS
Hz01 HZ05 0.3255 u -27.48 - 0.26 1.35 9999 U, HS
HzZ01 HZ06 0 u -19.29 - 2.2 5.04 9999 U, HS
Hz01 Hz07 0.0441 U -27.43 - 1.07 3.66 9999 U, HS
Hz01 Hz08 0.0417 ] -24.45 - 0.8 1.6 9999 U, HS
Hz01 Hz09 0.1166 U -29.79 - 2.79 6.22 9999 U, HS
Hz01 HZ10 0 ] -31.24 0.47 - 1.07 9999 U, HS
Hz01 Hz11 0.2066 HS -30.27 - 1.99 5.29 9999 U, HS, FS
Hz01 Hz12 0 U -21.39 - 1.6 3.4 9999 U, HS
Hz01 Hz13 0 u -20.67 - 0.31 1.16 9999 U, HS, FS
Hz01 Hz14 0.0577 U -16.99 - 1.02 2.37 9999 U, HS, FS
Hz01 HzZ15 0 u -22.59 - 1.98 4.54 9999 U, HS
HzZ01 HZ16 0 u -26.96 - 1.29 2.93 9999 U, HS
Hz01 HZ17 0 U -34.65 - 0.42 3.14 9999 U, HS
Hz01 Hz18 0.0928 U -26.45 = 1.71 3.67 9999 U, HS
Hz01 HZ19 0.0928 u -23.88 - 1.16 3.37 9999 U, HS
HzZ01 HZ20 0 u -27.3 - 1.28 3.43 9999 U, HS
Hz01 HZz21 0.3164 FS -29.11 0.31 - 1.7 9999 HS, FS
Hz01 Hz22 0.2053 u -26.32 - 1.32 2.94 9999 U, HS
Hz01 Hz23 0 U -20.73 - 1.49 3.38 9999 U
Hz01 Hz24 0 ] -24.4 - 0.17 1.04 9999 U
Hz01 Hz25 0.1826 HS -23.13 - 0.07 0.28 9999 U, HS, FS
Hz02 Hz03 0.0102 u -30.11 - 1.6 4.13 9999 U, HS
Hz02 Hz04 0 U -37.57 - 2.25 5.25 9999 U
HZz02 HZ05 0 U -29.61 1.93 1.09 - 0.67 U
Hz02 HZ06 0.0296 U -21.64 - 1.18 2.82 9999 U, HS, FS
HZz02 Hz07 0.0166 U -29.56 - 0.64 1.94 9999 U, HS
HzZ02 Hz08 0.0916 u -26.58 - 2.76 6.14 9999 U, HS, FS
Hz02 HZ09 0 U -31.92 0.58 0.35 - 9999 U
Hz02 HZ10 0 u -33.37 - 0.22 1.79 9999 U, HS
Hz02 Hz11 0 U -32.49 1.1 0.03 0.69 - U, HS
Hz02 Hz12 0 u -22.13 - 1.26 2.84 9999 U, HS
Hz02 HZz13 0 U -20.47 = 1.15 3.56 9999 U, HS
Hz02 Hz14 0.2023 HS -17.87 - 1.15 2.82 9999 U, HS, FS
Hz02 Hz15 0 U -24.72 - 1.89 4.54 9999 U, HS
Hz02 HZ16 0 u -29.09 - 1.18 2.8 9999 U
Hz02 Hz17 0 U -36.77 - 0.51 1.87 1.73 U, HS
Hz02 HZ18 0 U -28.58 - 2 5.29 9999 U, HS
Hz02 HZ19 0 u -26.01 - 2.65 5.64 9999 U, HS
Hz02 HZ20 0.17 U -29.43 - 0.88 1.65 9999 U, HS
HzZ02 HzZ21 0.1207 u -31.93 0.71 - 0.29 9999 U, HS
HzZ02 HZ22 0.1969 u -28.67 0.09 - 0.2 9999 U, HS, FS
Hz02 Hz23 0.0959 u -21.47 - 1.96 4.49 9999 U, HS, FS
Hz02 Hz24 0.2262 HS -26.4 0.09 - 0.84 9999 U, HS, FS
Hz02 HZ25 0 u -23.09 - 1.75 4.46 9999 U, HS, FS
HZ03 HzZ04 0 u -35.03 5.42 2.05 1.05 - U, HS
Hz03 HZ05 0.1876 HS -26.6 - 1.45 3.58 9999 U, HS, FS
HZ03 HZ06 0 u -18.88 - 2.25 5.78 9999 U, HS
Hz03 Hz07 0 U -27.02 - 1.17 2.33 9999 U, HS
Hz03 Hz08 0.3281 u -24.04 - 0.72 3.22 9999 U, HS, FS
HZ03 HZ09 0.3815 FS -28.8 0.24 - 0.49 9999 HS, FS
HzZ03 HzZ10 0 u -30.83 - 0.08 1.77 9999 U, HS, FS
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Hz03
HZ03
Hz03
HZ03
Hz03
HZ03
Hz03
HZ03
Hz03
Hz03
Hz03
Hz03
Hz03
Hz03
HZ03
Hz04
HZ04
Hz04
Hz04
Hz04
Hz04
HZ04
Hz04
HZ04
Hz04
HZ04
Hz04
HZ04
Hz04
Hz04
Hz04
Hz04
Hz04
Hz04
HZ04
Hz04
HZ05
Hz05
Hz05
Hz05
Hz05
HZ05
Hz05
HZ05
Hz05
HZ05
Hz05
Hz05
Hz05
Hz05
HZ05
Hz05
HZ05
Hz05
HZ05
Hz05
HZ06
Hz06
Hz06
Hz06
Hz06

HZ11
HZ12
Hz13
HZ14
Hz15
HZ16
Hz17
HZ18
Hz19
Hz20
Hz21
HZ22
Hz23
Hz24
HZ25
Hz05
HZ06
Hzo7
Hz08
Hz09
Hz10
HZ11
Hz12
HZ13
Hz14
HZ15
HzZ16
HZ17
Hz18
HzZ19
Hz20
Hz21
Hz22
Hz23
HZ24
Hz25
HZ06
Hzo7
Hz08
Hz09
Hz10
HZ11
Hz12
HZ13
Hz14
HZ15
HzZ16
HZ17
Hz18
HzZ19
HZ20
Hz21
HZ22
Hz23
HZ24
Hz25
HZz07
Hz08
Hz09
Hz10
HZ11

0.5373

o O O o

0.041
0.375

0.1294

0.1233

0.1554

0.0791

0.1315

0.0263

o
© ©O 0o o 8o oo oo
&

0.1873

0.3883

0.5492

0.5

0.2061
0.0986

0.0934
0.4321

0.2027

0.0654

0.5653

0.2271
0.1195

PO
]
U
]
U
]
U
]

PO
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
U
]

HS
U
PO
U
U
FS
PO
U
HS

-24.53
-20.97
-20.26
-16.58
-22.17
-26.55
-34.23
-26.04
-22.67
-26.89
-29.39
-25.91
-20.31
-23.99
-22.89
-34.53
-26.56
-34.48
-31.5

-36.84
-38.29
-37.41
-27.05
-27.72
-22.88
-29.64
-34.01
-41.7

-33.5

-30.93
-34.35
-36.85
-33.6

-26.39
-31.45
-30.35
-18.38
-26.21
-23.54
-27.78
-30.33
-29.45
-18.73
-16.37
-16.08
-21.4

-26.05
-33.73
-25.54
-20.89
-26.39
-28.89
-25.41
-19.81
-23.49

-21

-18.55
-13.06
-20.68
-21.78
-19.64

0.2

1.74
0.29
0.87

2.01

1.93

1.85

0.09

0.28
0.53
1.06

3.04
1.93
0.32

1.81
1.03
2.12
1.2
0.78
0.2

0.6
0.41
1.98
3.23
0.65
191
1.34
171
0.85

0.3
0.72
1.26

0.5
1.77
1.26
0.82
0.23

1.18
1.79
1.46
0.5
1.82
0.01
1.43
1.05
1.67
0.6
0.8
1.53
1.71
1.83
1.52

0.16
0.17
0.33
0.99
1.7
2.61
1.34
0.88

191
2.6
2.6

241

0.11

0.14

1.1
1.76
2.47

1.32
3.95
2.87
5.1
3.4

0.71
1.65
1.94
4.38
6.93
2.02
4.55
3.25
3.82
0.7
0.75
0.5
3.07
1.38
3.97
3.6
1.07
1.15
0.45
2.72

3.27
0.19
4.14
0.64
3.19

3.53
1.96
1.94
3.7
4.08
4.85
3.36
0.65
0.52

1.93
2.98
4.13
5.83
0.55
0.25
0.19
4.85
5.94
6.08
5.21
1.53
0.82
0.47
3.15
4.21
5.36

9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999

9999

9999
9999
9999
9999

9999
9999
9999
9999
9999

9999
0.27
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999

9999
0.98
9999
9999
9999

0.08
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999

HS, FS, PO
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS

U
U
U, HS

U, HS, FS, PO

U, HS
U, HS
U
U, HS
U, HS, FS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS, FS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U
U
U
U, HS
U, HS
U, HS

U, HS
U
U
U, HS
U, HS, FS
U

U, HS, FS, PO

U
U
HS, FS

U, HS, FS, PO

U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS

U
U, HS
HS, FS

U
U, HS

U

U, HS

U, HS

U, HS

U, HS
HS, FS, PO

U, HS
U, HS, FS

U, HS

o1



Hz06
Hz06
Hz06
HZ06
Hz06
HZ06
Hz06
HZ06
Hz06
Hz06
Hz06
Hz06
Hz06
Hz06
HZz07
Hz07
HZz07
Hzo7
Hz07
Hzo7
Hz07
HZ07
Hz07
HZ07
Hz07
HZz07
Hzo7
Hz07
Hzo7
Hz07
HZz07
Hz07
HZ08
Hz08
HZ08
Hz08
HZ08
Hz08
Hz08
Hz08
Hz08
HZ08
Hz08
HZ08
Hz08
Hz08
Hz08
Hz08
Hz08
Hz09
HZ09
Hz09
HZ09
Hz09
HZ09
Hz09
HZ09
Hz09
Hz09
Hz09
Hz09

HZ12
HZ13
Hz14
HZ15
HZ16
HZ17
Hz18
HZ19
Hz20
Hz21
Hz22
Hz23
Hz24
Hz25
HZ08
Hz09
HZ10
HZ11
HZ12
Hz13
HZ14
HZ15
HzZ16
HZ17
HzZ18
HZ19
Hz20
Hz21
Hz22
Hz23
HZ24
Hz25
HZ09
Hz10
HZ11
Hz12
HZ13
HZ14
HzZ15
HzZ16
HZ17
HZ18
HzZ19
HZ20
Hz21
HZ22
Hz23
HZ24
Hz25
Hz10
HZ11
Hz12
HZ13
Hz14
HZ15
HzZ16
HZ17
Hz18
HzZ19
HzZ20
HZz21

0.4363
0.238
0.5655
0.5
0.0755
0.0569
0.5
0.7137
0.4312

0.0498
0.4461
0.7584
0.1524

0.1911
0.0165
0.2804
0.5016

0.4281
0.2523

o O o o

0.3234
0.0874

0.0479

0.2694
0.299

0.1069

0.1107

0.0993

0.1482

0.6039
0.6247
0.1348

0.1166

0.0689

0.2256

0.0568

FS

PO
PO

cC C

PO
FS
FS

cC C

FS
FS

T
n

CcC CccCccccccc

HS

-13.63
-12.07
-10.89
-13.17
-16.24
-23.22
-16.63
-13.96
-18.07
-20.7

-19.92
-11.58

-11

-12.37
-23.49
-28.83
-29.57
-29.4

-20.97
-16.68
-17.67
-20.57
-25.49
-33.68
-25.49
-22.92
-26.34
-28.84
-25.58
-21.18
-23.44
-21.24
-25.84
-27.21
-26.18
-18.86
-17.23
-14.11
-18.64
-23.01
-30.7

-22.51
-19.94
-23.36
-25.86
-22.02
-15.63
-18.04
-19.8

-32.64
-31.75
-21.39
-22.06

-17

-23.98
-28.35
-36.04
-27.85
-24.73
-28.7

-31.2

2.15
4.04

2.92

1.4
0.2

3.12
0.96
2.29
0.18
1.25
21
0.81
2.74
3.66
3.33
0.22
3.47
0.12
3.3
1.49

1.95
2.45
0.63
2.64
3.14
1.8
1.9
1.33
2.6
15
0.26
1.72
0.51
1.58
1.77
1.37
0.53
0.4
0.66

0.35
112
1.36
1.34

2.04
0.97
0.55
1.38
0.7

1.21
0.7
117
0.06
0.23
0.55
1.32
1.88
0.16
1.66
0.96
1.97
1.65
2.24

6.67
1.45

0.71
0.01
4.95
271
5.75
7.8
7.08

7.61
1.97

3.82
6.23
4.75
5.41
0.83
5.96
6.8
3.39
4.16
2.86
6.09
291
0.27
4.16
1.88
3.33
3.58
3.72
1.78
0.91

0.43
1.12
2.6
2.71
2.99
0.32
4.91

3.32
151
0.55
2.41
2.03
2.76
0.06
0.38
1.67
2.89
3.84
0.18
3.77
1.97
4.52
3.89
5.07

9999

151
9999

9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999

9999
1.49
9999
9999
9999
9999
9999
0.28
0.49
9999
9999
9999
9999

9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999

U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS, FS, PO
U, HS, FS, PO
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS, FS, PO
HS, FS
U, HS, FS
U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS, PO
FS
U, HS, FS, PO
U, HS
U, HS
U, HS, FS
U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS, PO
U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS
U
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U
U, HS, FS
U, HS
U
U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS
U, HS, FS, PO
U, HS, FS, PO
U, HS
U, HS
U, HS, FS, PO
U, HS, FS
U, HS, FS
U
U, HS
HS, FS, PO
FS
U, HS, FS, PO
U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS
U, HS
U, HS
U
U, HS
U, HS, FS
U
U, HS, FS
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Hz09
HZ09
Hz09
HZ09
HzZ10
HZ10
Hz10
HZ10
Hz10
HzZ10
HzZ10
HzZ10
HzZ10
Hz10
HZ10
Hz10
HZ10
Hz10
HzZ10
HZ11
HZ11
HZ11
Hz11
HZ11
HzZ11
HZ11
HZ11
HZ11
HZ11
HZ11
HZ11
HZ11
HZ11
Hz12
HZ12
Hz12
HZ12
Hz12
HZ12
Hz12
HZ12
HZ12
Hz12
HZ12
Hz12
HZ12
Hz13
HzZ13
Hz13
HzZ13
HZ13
HzZ13
HZ13
HzZ13
HZ13
HzZ13
HZ13
HzZ13
HZ14
HZ14
HZ14

HZ22
HZ23
Hz24
HZ25
HZ11
HZ12
Hz13
HZ14
HZ15
HzZ16
HZ17
Hz18
Hz19
Hz20
HZ21
Hz22
HZ23
Hz24
Hz25
Hz12
HzZ13
HZ14
Hz15
HZ16
Hz17
HZ18
Hz19
HZ20
Hz21
HZ22
Hz23
HZ24
Hz25
HzZ13
HZ14
Hz15
HZ16
HZ17
Hz18
Hz19
Hz20
HZ21
Hz22
HZ23
Hz24
HZ25
HZ14
HzZ15
HzZ16
Hz17
HZ18
HzZ19
HZ20
Hz21
HZ22
Hz23
HZ24
Hz25
Hz15
HzZ16
HZ17

0.2685
0.1115
0.0574

o O O o o

0.0366

0.2005

0.0534

0.5

0.6057

o O o

0.1312

0.5
0.1747

0.6141
0.7647

0.2093
0.4448

0.1447
0.1843

0.2151
0.2152
0.4549

cC C CccCc

cfcccccccccccfcccccccccacccig

cC C

-27.72
-20.73
-25.8
-24.69
-33.01
-22.85
-22.42
-18.1
-25.44
-29.81
-37.5
-29.3
-26.73
-30.15
-32.65
-28.82
-22.03
-27.25
-25.05
-24.77
-22.64
-18.76
-24.55
-28.92
-36.61
-28.42
-25.85
-29.27
-31.76
-26.68
-24.11
-26.37
-25.26
-13.73
-14.19
-13.96
-19.21
-27.35
-19.15
-18.29
-21.71
-22.51
-20.95
-16.57
-18.81
-16.79
-11.38
-13.63
-15.89
-24.59
-19.42
-14.77
-20.28
-22.08
-19.15
-14.92
-17.18
-20.95
-12.5
-15.36
-20.63

0.35

1.36
0.26

0.14
1.58

0.76

11

0.12
1.88
0.46
221
1.83
2.75
0.82
1.25
0.82

0.63
242
0.04
0.68
0.19
1.05
0.47
0.39
0.9
2.16
1.24
3.12
0.31
2.45

0.79
0.99
0.79
1.48
2.25
1.02
1.15
1.92
2.22
0.42
0.22
2.44
2.62
2.71
0.41
2.52
1.05
2.8
2.41
2.59
1.67

0.51
0.6

0.88
0.51
127
0.01
0.98
2.49
0.1
1.07
1.71
0.69
0.53

4.08
1.59
4.99
3.8
5.49
221
2.89

0.06
1.66
4.73
0.39
1.33

2.72
2.07
2.07
1.96
4.63
4.34
6.96
1.89
5.77
1.37
2.15
2.66
2.38
4.26
5.49
2.99
2.7
3.94

1.08
0.8
5.3

6.15

5.81

1.26

5.49

2.83

6.23

5.04

5.26

3.96
1.2

0.13

1.55

0.59

2.47

1.13

2.57

2.36
5.7
1.01
2.61
3.8
2.37

9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999

9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
9999
0.32

U, HS
U, HS
U, HS
U, HS, FS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS

U, HS
U, HS
U, HS
U, HS
U
U
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS, FS
U
U, HS
U, HS
U
U
U
U, HS
U, HS, FS
U
U, HS
U
U, HS
U, HS, FS
U, HS

U, HS, FS, PO

U, HS, FS
HS, FS, PO
HS, FS, PO
U, HS
U, HS, FS
U, HS
U, HS
U, HS
U, HS

U, HS, FS, PO

U, HS, FS
U, HS
U, HS, FS
HS, FS, PO
FS
U
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS
U, HS
U, HS, FS
U, HS, FS
U, HS
U, HS

U, HS, FS, PO

U, HS, FS
U, HS, FS
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HZ14
HZ14
Hz14
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Hz23 Hz25 0.164 HS -16 0.13 = 1.37 0.43 U, HS, FS, PO
HZz24 HZ25 0 U -19.81 - 1.06 2.5 9999 U, HS
r, coeficiente de parentesco; R, relacionamento com maior probabilidade; LnL, verossimilhanga
logaritmica de R; Delta Ln(L), probabilidades de log para os outros relacionamentos; 95% IC,
relacionamentos alternativos no nivel de significancia de 0,05; U, ndo relacionados; HS, meio-
irmaos; FS, irmdos completos; PO, pais-filhos; 9999, relagdo ndo possivel.

Apéndice 6. Teste de razdo de verossimilhanca realizado no ML-Related para os pares
relacionados e com ambiguidade em seu conjunto de confianga.

Delta Ln(L) Teste p-valor
Ind 1 Ind 2 r R LnL(R) U HS FS PO 95% IC U HS FS PO
Hz01 Hz03 0.3079 HS -27.25 0.73 - 0.04 9999 U, HS,FS 0.100 - 0.279 -
Hz01 HzZ11 0.2066 HS -30.27 - 199 529 9999 U, HS,FS 0.244 - 0.103 -
Hz01 HZ21 0.3164 FS -29.11 031 - 1.7 9999 HS,FS - 0.210 - -
Hz01 HZ25 0.1826 HS  -23.13 - 0.07 0.28 9999 U, HS,FS 0.221 - 0.110 -
Hz02 Hz14 0.2023 HS -17.87 - 1.15 2.82 9999 U, HS, FS 0.245 - 0.178 -
Hz02 Hz24 0.2262 HS -26.4 0.09 - 0.84 9999 U, HS,FS 0.228 - 0.184 -
Hz03 Hz05 0.1876 HS -26.6 - 145 358 9999 U, HS,FS 0.146 - 0.072 -
HzZ03 HZ09 0.3815 FS -28.8 0.24 - 049 9999 HS,FS - 0.173 - -
Hz03 HzZ11 0.5373 PO  -24.53 0.2 - 1.32 9999 HS, FS, PO - 0.005 0.068 -
Hz03 HzZ19 0.375 PO -22.67 - 0.6 1.65 9999 U, HS,FS, PO 0.076 0.366 0.259 -
Hz05 Hz07 0.1873 HS -26.21 - 1.53 3.7 9999 U, HS, FS 0.185 - 0.021 -
HZ05 HZ09 0.3883 PO  -27.78 - 183 485 9999 U, HS,FS,PO 0.059 0.355 0.146 -
HzZ05 HzZ12 05492 FS -1873 053 0.16 0.52 - HS, FS - 0.209 - -
Hz05 HzZ13 0.5 PO -16.37 1.06 0.17 - 9999 U, HS, FS, PO 0.025 0.135 0.141 -
Hz05 Hz15 0.2061 HS -21.4 - 099 298 9999 U, HS,FS 0.193 - 0.136 -
HZ05 HZ19 04321 FS -2089 193 0.88 0.25 - HS, FS - 0.074 - -
HZ06 Hz08 0.5653 FS  -13.06 0.51 - 0.47 9999 HS, FS, PO - 0.059 - 0.049
Hz06 Hz12 0.4363 FS  -13.63 - 312 6.67 9999 U, HS,FS 0.104 0.210 - -
HZ06 Hz14 0.5655 PO -10.89 4.04 229 - 1.51 U, HS, FS, PO 0.059 0.231 0.305 -
HZ06 HZ15 0.5 PO  -13.17 - 0.18 0.71 9999 U, HS,FS,PO 0.092 0.320 0.193 -
HzZ06 Hz18 0.5 PO  -16.63 - 0.81 271 9999 U, HS,FS,PO 0.081 0.294 0.279 -
HZz06 Hz19 0.7137 FS -13.96 - 274 575 9999 HS, FS 0.134 - -
HZ06 HZ20 0.4312 FS -18.07 - 3.66 7.8 9999 U, HS, FS 0.098 0.229 - -
HZ06 HZz23 0.4461 FS  -11.58 - 347 7.61 9999 U, HS,FS,PO 0.049 0.137 - 0.113
HzZ06 Hz24 0.7584 FS -11 - 0.12 197 9999 FS - - - -
Hz07 HZ10 0.1911 HS -29.57 - 1.95 475 9999 U, HS,FS 0.244 - 0.214 -
Hz07 Hz12 0.2804 HS -20.97 - 0.63 0.83 9999 U, HS,FS 0.082 - 0.124 -
Hz07 HzZ13 0.5016 PO -16.68 - 264 596 9999 U, HS,FS,PO 0.027 0.167 0.203 -
Hz07 HZ15 04281 FS  -20.57 - 1.8 339 9999 U, HS, FS 0.050 0.216 - -
Hz07 HZ16 0.2523 HS -25.49 - 1.9 416 9999 U, HS,FS 0.141 - 0.174 -
Hz08 HZ10 0.2694 HS -27.21 - 0.4 091 9999 U, HS,FS 0.244 - 0.235
HzZ08 HzZ11 0.299 HS -26.18 1.4 0.66 - 0.28 U, HS,FS 0.203 - 0.170 -
Hz08 Hz23 0.6039 FS -15.63 0.55 - 0.55 9999 HS, FS, PO - 0.037 - 0.038
Hz08 Hz24 0.6247 FS -18.04 - 1.21 241 9999 FS - - - -
Hz08 Hz25 0.1348 HS -19.8 - 0.7 203 9999 U, HS,FS, PO 0.254 - 0.045 0.025
HZ09 HZ19 0.2256 HS  -24.73 - 197 452 9999 U, HS, FS 0.131 - 0.156 -
Hz10 HzZ11 0.1675 HS  -33.01 - 183 3.8 9999 U, HS, FS 0.211 - 0.046 -
HZ10 Hz23 0.2685 HS -22.03 - 047 207 9999 U, HS,FS 0.221 - 0.225 -
Hz11 Hz21 0.2005 HS -31.76 - 1.48 426 9999 U, HS 0.266 - - =
Hz12 HZ13 0.5 PO  -13.73 - 2.22 5 9999 U, HS,FS,PO 0.029 0.145 0.064 -
Hz12 HZ15 0.6057 PO  -13.96 - 0.22 08 9999 HS,FS, PO - 0.050 0.188 -
Hz12 HZ16 0.5 PO -19.21 - 244 53 9999 HS,FS, PO - 0.113  0.022
HZz12 Hz23 0.5 PO  -16.57 - 241 504 9999 U, HS,FS,PO 0.058 0.268 0.218 -
Hz13 Hz15 0.6141 PO -13.63 158 051 0.13 - HS, FS, PO - 0.130 0.333 -
Hz13 HZ16 0.7647 FS -15.89 - 0.6 155 9999 FS - - - -
Hz13 Hz22 0.1447 HS  -19.15 - 0.98 236 9999 U, HS,FS 0.227 - 0.057 -
HzZ14 Hz15 0.2151 HS -12.5 - 1.71 3.8 9999 U, HS, FS, PO 0.181 - 0.236  0.095
Hz14 Hz18 0.4787 FS -13.36 - 055 099 9999 U, HS,FS, PO 0.037 0.117 - 0.119
Hz14 HZ20 0.717 FS -16.18 - 1.06 28 9999 FS - - - -
Hz14 Hz22 0.552 PO  -17.46 - 1.1 342 9999 U, HS,FS,PO 0.038 0.227 0.326 -
HzZ14 Hz24 0.5 PO -12.38 - 064 124 9999 U, HS,FS, PO 0.097 0.332 0.263 -
Hz14 Hz25 0.6737 FS -8.94 - 0.12 1.15 0.45 U, HS, FS, PO 0.039 0.092 0.082 -
Hz15 HZ16 0.6977 PO -1823 0.38 0.08 0.48 - HS, FS, PO - 0.060 0.372 -
HzZ15 Hz18 0.1872 HS  -20.44 - 0.05 1.95 9999 U, HS,FS,PO 0.214 - 0.181 0.032
HZz15 HZ20 0.3698 HS -21.24 - 096 233 9999 U, HS,FS 0.197 - 0.271 -
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HZ23
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HZ23
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0.4697
0.2438
0.2533
0.7148
0.3641
0.1574
0.5392
0.164

PO
HS
HS
FS
FS
HS
FS
HS

-15.95
2252,
-22.19
-22.08
-25.4
-19.53
-16.55
-16

0.07
0.13

1.31
1.41
0.34
0.39
2.05
14

3.65
1.08
0.75
4.38
3.57
0.7
1.37

9999
0.99
9999
9999
9999
9999
0.58
0.43

U, HS, FS, PO
U, HS, FS

U, HS, FS

FS, PO

U, HS, FS

U, HS, FS, PO
HS, FS, PO

U, HS, FS, PO

0.102
0.095
0.092

0.248

0.230

0.086

0.262
0.149
0.204

0.127

0.042

0.030
0.000
0.025
0.056
0.039

r, coeficiente de parentesco;

R, relacionamento com maior probabilidade; LnL, verossimilhanca

logaritmica de R; Delta Ln(L), probabilidades de log para os outros relacionamentos; 95% IC,
relacionamentos alternativos no nivel de significancia de 0,05; U, ndo relacionados; HS, meio-
irmaos; FS, irmaos completos; PO, pais-filhos; 9999, relagdo ndo possivel.
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Resumo

A Amazbnia e Mata Atlantica séo florestas tropicais megadiversas que atualmente s&o
separadas por um corredor seco de vegetacdo aberta. Diversos estudos investigam a
diversificac@o de espécies ou linhagens irmés distribuidas de forma disjunta nessas florestas.
O gavido-real (Harpia harpyja), uma ave de rapina ameacada de extincdo, € um exemplo,
ocorrendo principalmente na Amazbnia e na Mata Atlantica com escassos registros nesse
corredor seco. Estudos para compreender a estrutura populacional do gavido-real no Brasil
mostraram diferencas genéticas entre populacdes da Amazdnia e da Mata Atlantica por meio
do DNA mitocondrial (DNAmt), porém nao houve sinal de estrutura através dos microssatélites.
Neste estudo, foram utilizados marcadores de polimorfismo de nucleotideo Unico gerados a
partir de um sequenciamento de baixa cobertura para investigar e testar hipéteses sobre a
existéncia de estrutura genética para o gavido-real no Brasil. Foram selecionadas 49 amostras
de gavido-real com origem conhecida e foram sequenciadas por meio da plataforma lllumina.
Para identificar e resgatar as variantes foram utilizadas duas metodologias diferentes. Como
resultado, todos os pipelines utilizados resgataram um baixo sinal de estrutura genética para o
gavido-real no Brasil. O pipeline do DiscoSnpRad demonstrou maior eficicia para lidar com o
sequenciamento de baixa cobertura resgatando informag@es significativas e consistentes com
os resultados encontrados pelo DNAmt com a populacgao localizada ao Norte do Rio Amazonas
apresentando maior diferenciacdo genética e as populagdes localizadas ao Sul do Rio
Amazonas e na Mata Atlantica apresentando semelhanc¢as genéticas. A diversidade genética
apresentou valores moderados a alto, com menor valor em regibes com alto indice de
desmatamento. No entanto, ainda ha tempo para preservar e maximizar a diversidade genética
por meio de um manejo genético eficiente e com a protecdo de seus territérios. Com isso,
espera-se que os resultados obtidos neste estudo sejam utilizados para orientar as estratégias
de conservacao para o gaviao-real.

Palavras-chave: Harpia. Genética da Conservacao. Diversidade Genética. Estrutura genética.
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1. Introducéo

A Amazébnia e a Mata Atlantica sdo compostos por florestas tropicais e estdo entre as
florestas mais diversas do mundo (Jenkins et al., 2013). Atualmente esses dois biomas
brasileiros estdo separados por um amplo corredor seco de vegetagédo aberta, compreendendo
as ecorregibes Cerrado, Caatinga e Chaco Seco. Entretanto, estudos biogeograficos,
geologicos e palinoldgicos evidenciaram que a Amazobnia e a Mata Atlantica foram continuas
no passado e que existem conexdes histéricas entre elas (Oliveira-Filho e Ratter, 1995; Costa,
2003). Assim, diversos estudos utilizam dados moleculares para investigar a existéncia e a
diversificacéo de espécies ou linhagens irmas que estdo distribuidas de forma disjunta nessas
florestas megadiversas (Costa, 2003; Batalha-Filho et al., 2013; Machado et al., 2021).

O gavido-real ou harpia, cientificamente chamado de Harpia harpyja, € uma ave de
rapina de grande porte e esta ameacgada de exting¢do, classificada como Vulneravel em toda a
sua distribuicdo (BirdLife International, 2023). A espécie ocorre em florestas tropicais da
América Central e do Sul, com maior abundancia no territério brasileiro, principalmente na
Amazdnia e na Mata Atlantica. Todavia, existem raros registros de nidificacdo e de
deslocamento da espécie no corredor de vegetacdo aberta do centro do Brasil (Oliveira e Silva,
2006; Silva et al., 2013). Esses registros geralmente estdo associados as bordas dos rios com
presenca de matas ciliares ou de manchas florestais que funcionam como uma conexao entre
as florestas tropicais brasileiras (Banhos, 2009).

Apesar do gavido-real possuir alta capacidade de explorar vastas areas durante seus
voos, a espécie depende do habitat florestal para sua locomogdo e sobrevivéncia (Alvarez-
Cordero, 1996). Assim, a separacao histérica da Amazénia e da Mata Atlantica e o aumento do
desmatamento das conexdes de floresta presente no corredor seco (MapBiomas, 2022), pode
ter impactado negativamente a dispersao da espécie entre essas duas regibes, podendo ao
longo do tempo ocasionar o isolamento reprodutivo entre essas populacdes. Em vista disso,
Banhos (2009) investigou a presenca de distintas populacdes de gavido-real no Brasil,
encontrando diferencas genéticas significativas entre as populacdes da Amazénia e da Mata
Atlantica por meio da regido controle do DNA mitocondrial (DNAmt), de modo que quanto maior
a distancia geogréfica entre as populag6es, maior era diferenciacdo genética entre elas.

Como o DNAmt possui heranca materna, a estrutura genética encontrada por Banhos
(2009) precisa ser esclarecida por marcadores moleculares biparentais que permitem a
deteccao da estrutura populacional ndo confundida pelo sexo. Dessa forma, a mesma hip6tese
foi testada utilizando microssatélites transferidos para o gavido-real, 0s quais ndo encontraram
presenga de estrutura genética (Banhos, 2009; Banhos et al., 2016). Por mais que 0s
microssatélites sejam considerados altamente polimoérficos, a auséncia de estrutura genética
evidenciada por Banhos (2009) e Banhos et al. (2016) pode ser efeito da baixa informacéo
genética contida em poucos loci distribuidos no genoma, necessitando ser investigada mais a
fundo por meio de marcadores moleculares que fornecem uma cobertura genémica maior,

como os polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNPs).
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O uso de marcadores SNPs se tornou mais acessivel para a pesquisa cientifica devido
ao avanco tecnologico do sequenciamento de nova geragao (NGS), o qual permite sequenciar
0 genoma completo de espécies ndo modelo e detectar variacdes genéticas em escala
gendmica. Atualmente, uma das estratégias utilizadas é o sequenciamento completo do
genoma de baixa cobertura que contém capacidade de identificar corretamente as variantes
com menor custo (Li et al., 2021). Entretanto, é preciso ter mais cautela no processamento dos
dados de baixa cobertura para reduzir a probabilidade de resgatar SNPs falsos positivos. Além
disso, diversas técnicas para estudos com SNPs tém sido aprimoradas para identificar e filtrar
as variantes e os diferentes programas e pipelines de NGS criados para identificar essas
variantes podem gerar resultados quantitativos e qualitativos diferentes (Lee et al., 2021).

Diante disso, 0 presente trabalho tem como objetivo esclarecer a presenca de estrutura
genética do gavido-real no Brasil, por meio de marcadores biparentais em escala gendmica
(SNPs), gerados pelo sequenciamento de baixa cobertura utilizando diferentes metodologias

para descobrir e testar a presenca de estrutura genética para a espécie.
2. Material e Métodos

2.1.Amostragem bioldgica e extragdo do DNA

Para realizar o estudo foram utilizadas amostras de gavido-real cedidas pelo Projeto
Harpia (www.projetoharpia.org), que possui um acervo de amostras da espécie provenientes
de coletas anteriores realizadas durante as atividades de monitoramento (Apéndice 1). Para
realizar a genbmica, foram selecionadas do acervo 49 amostras de sangue ou tecido de
gavides-reais nascidos em vida livre e de localidade conhecida. Dentre as amostras
selecionadas, contém exemplares depositados em colec¢fes, animais de vida livre (individuos
em ninhos, resgates, reabilitados e cacados) e animais de cativeiro nascidos em vida livre.
Além disso, as amostras s@o de diferentes localidades do Brasil, situadas principalmente na
Amazdnia e na Mata Atlantica.

Todas as amostras de sangue e tecido foram enviadas para o Laboratoério de Evolugéo
e Genética Animal (LEGAL) da Universidade Federal do Amazonas (UFAM) juntamente com
suas respectivas identificacbes como, a identificacdo individual, sexo, idade e origem de cada
individuo. As amostras foram acondicionadas em freezer e depositados na Colecéo de Tecidos
de Genética Animal (CTGA) da UFAM, em Manaus. O DNA foi extraido usando o kit Qiagen
(Valencia, CA, EUA) e sua qualidade, concentragdo e pureza do DNA foram verificadas no
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific).

As andlises subsequentes (ver adiante) para realizar testes de hipétese da presenca de
estrutura genética e das estimativas da diversidade genética das populacbes de gavido-real
foram definidas a partir de estudos anteriores (Banhos, 2009; Banhos et al., 2016). O namero
amostral e a distribuicdo dos individuos dentro dos grupos séo apresentados de acordo com as
amostras selecionadas para esse estudo e pelas filtragens do banco de dados. Desse modo,

para as analises de teste de hipdtese todos os bancos de dados foram divididos em trés
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populacdes: (1) Norte do Amazonas, individuos amostrados ao norte do Rio Amazonas; (2) Sul

do Amazonas, individuos amostrados ao sul do Rio Amazonas e (3) Mata Atlantica (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicao geografica das amostras de gavido-real.

2.2.Preparacdo da biblioteca genémica e sequenciamento

A estratégia utilizada para obter as sequéncias genémicas foi uma alternativa que
busca melhor custo e beneficio na geracdo de dados genémicos em larga escala, o
sequenciamento completo do genoma de baixa cobertura do tipo Shotgun, o qual as amostras
sdo sequenciadas em paired-end, utilizando uma abordagem que produz duas leituras para
cada fragmento de DNA sequenciado, uma referente a fita forward (read 1 - R1) e outra a fita
reverse (read 2 - R2). O preparo das bibliotecas genbmicas e seu 0 sequenciamento das
mesmas foram realizados no Instituto Tecnolégico da Vale, em Belém (PA) (www.itv.org).

O primeiro passo para obtencdo das sequéncias foi realizar a preparacéo da biblioteca

tQ XT

gendmica seguindo o protocolo “SureSelec Target Enrichment for the lllumina Platform”

tQ XT

(Agilent Technologies, 2021), o qual utiliza o kit SureSelec (Agilent Technologies) e possui
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6 etapas, sendo elas: (1) fragmentacdo do DNA por meio de enzimas e adicdo dos
adaptadores as extremidades dos fragmentos em uma Unica reacdo; (2) purificacdo das
bibliotecas marcadas com adaptadores usando esferas magnéticas (beads) AMPure XP; (3)
amplificacdo das bibliotecas marcadas com adaptadores por meio da reacdo em cadeia da
polimerase (PCR); (4) purificacdo das bibliotecas amplificadas usando beads AMPure XP; (5)
avaliacdo do tamanho médio dos fragmentos gerados nas bibliotecas através do 4200
TapeStation System (Agilent Technologies) e (6) quantificagdo da concentracdo final das
bibliotecas no Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific).

O segundo passo foi juntar volumes equimolar das bibliotecas em um Unico tubo para
obter o pool das bibliotecas, quantificar a concentracédo e verificar a qualidade da biblioteca
completa no Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific). Em seguida, realizou-se a desnaturagdo do
pool para que as fitas de DNA permanecessem abertas durante o0 processo de
sequenciamento. Por fim, o sequenciamento completo do genoma de baixa cobertura foi
realizado na plataforma Illumina NextSeq 500 (lllumina Inc, USA) utilizando o kit lllumina
NextSeq High Output 300 ciclos (lllumina Inc, USA).

ApOs o sequenciamento, foi realizado o pré-processamento dos dados brutos através
da bioinformatica. De inicio, foi verificada a qualidade do sequenciamento através do
BaseSpace, um programa da lllumina para acompanhamento do sequenciamento a distancia.
Posteriormente, foi realizada a demultiplexacdo das bibliotecas através do Follow-UP, um
programa que atribui as leituras sequenciadas a sua amostra de origem com base na
sequéncia dos seus adaptadores que foram adicionados durante a preparacdo das bibliotecas,
gerando dois arquivos fastq para cada individuo (R1.fastq e R2.fastq). Entdo, a qualidade das
sequéncias foram avaliadas usando FastQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e as sequéncias com baixa qualidade
foram removidas.

2.3.Genoma de referéncia do gavido-real

O genoma de referéncia do gavido-real depositado no Genbank (GCF_026419915.1)
foi baixado para ser utilizado na identificacdo e extracdo dos SNPs. No total, o gavido-real
contém 30 cromossomos, 28 autossémicos e dois sexuais (Z e W). Além desses cromossomos,
o0 genoma de referéncia também inclui scaffolds adicionais. Dentre eles, alguns pertencem a
cromossomos especificos, mas ndo puderam ser montados com seguranga, enguanto outros
scaffolds ndo foram montados. Esses scaffolds s&o principalmente compostos por regides
repetitivas e um deles contém sequéncias do genoma mitocondrial. Portanto, para utilizar o
genoma de referéncia na extragdo dos SNPs, o genoma foi filtrado mantendo apenas as

sequéncias referentes aos cromossomos e aos scaffolds atribuidos aos cromossomos.

2.4.Extracdo e pré-filtragem dos SNPs

Para extracdo dos SNPs, foram utilizados duas metodologias diferentes: (1) o pipeline
baseado principalmente no bwa-mem2 (Vasimuddin et al., 2019), samtools (Danecek et al.,
2021) e Genome Analysis Toolkit (GATK) (gatk.broadinstitute.org) e (2) o pipeline Discovering
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Single Nucleotide Polymorphism (DiscoSnp++) (https://github.com/GATB/DiscoSnp). O pipeline
do GATK requer um genoma de referéncia para realizar o alinhamento contra as sequéncias
individuais e identificar as variantes (McKenna et al., 2010). Essa abordagem foi projetada
principalmente para pesquisas envolvendo o genoma humano e é muito utlizada para
diagnoésticos médicos (Hsu et al., 2017). Em contrapartida, o DiscoSnp++ ndo exige nenhum
genoma de referéncia para detectar as variantes e seu algoritmo é baseado na construcdo do
grafo Bruijn (Uricaru et al., 2014; Peterlongo et al., 2017).

O DiscoSnp++ foi inicialmente desenvolvido para identificar variantes a partir de dados
de sequenciamento genémico completo (Uricaru et al., 2015). No entanto, uma vez que a
maioria dos dados utilizados em analises populacionais sédo baseados em sequenciamento
reduzido representativo do genoma, uma adaptacdo do DiscoSnp++ foi feita para lidar
especificamente com esse tipo de dado, resultando no desenvolvimento do pipeline
DiscoSnpRad (Gauthier et al., 2020). Tanto o pipeline do GATK quanto o DiscoSnp++ foram
projetados para dados com cobertura relativamente alta. Em oposicéo a isso, o DiscoSnpRad
foi desenvolvido para lidar com dados de cobertura heterogénea, em que algumas regides
podem ter cobertura igual a zero e outras com cobertura variavel, desde baixa até alta.

O fluxo de trabalho do pipeline do GATK geralmente compreende quatro etapas de
analise: (1) pré-processamento dos dados de sequéncia bruta; (2) mapeamento das
sequéncias contra o genoma de referéncia; (3) descoberta das variantes e (4) filtragem das
variantes (hard e soft filters). Neste estudo, o fluxo de trabalho comecou com a juncdo das
leituras pareadas R1 e R2 utilizando seqtk. Em seguida, o restante dos adaptadores foram
removidos através do cutadapt e as leituras foram mapeadas contra o genoma de referéncia do
gavido-real usando bwa-mem2. Os arquivos mapeados foram ordenados e anotados utilizando
samtools. Posteriormente, as variantes foram identificadas e extraidas pelo pipeline do GATK e
convertido em um arquivo VCF (variant call file). Esse arquivo VCF contendo as variantes
(SNPs e indels) foi submetido a uma filtragem usando bcftools, implementando os “hard filters”
recomendados pelo GATK Team e Kuderna et al. (2023). Todas essas etapas descritas acima
foram repetidas para cada individuo. Por fim, o bcftools foi utilizado para juntar todos os
arquivos VCFs individuais em um anico arquivo VCF, que foi posteriormente filtrado usando os
“soft filters” implementados no pacote R (R Core Team, 2022) vcf2others (Apéndice 2).

Quanto ao DiscoSnp++ e o DiscoSnpRad, ambos seguem um fluxo de trabalho
semelhante, composto por duas etapas: (1) a construcdo o grafo de Bruijn e deteccdo das
variantes (SNPs e indels) e o (2) mapeamento das variantes encontradas nas leituras originais
(Uricaru et al., 2015). No caso do DiscoSnpRad, existe uma terceira etapa, onde as variantes
previstas sdo agrupadas por locus (Gauthier et al., 2020). Sendo assim, os arquivos em fastq
(R1 e R2) foram submetidos aos pipelines, onde o primeiro passo para ambos foi construir o
grafo de Bruijn para deteccdo dos SNPs e indels em todas as sequéncias. Apds, as variacdes
encontradas foram mapeadas ao conjunto de sequéncias originais de todos os individuos,
determinando e avaliando a cobertura de leitura por alelo e por conjunto de leitura de cada
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variante. Além disso, nessa etapa cada variante foi associada a uma pontuacéo de confianca e
genotipada em cada conjunto de leitura.

Para o DiscoSnpRad, sua etapa adicional agrupou as variantes encontradas por locus,
recuperando informag¢Bes associadas as proximidades fisicas das variagbes. Tanto o
DiscoSnp++ quanto o DiscoSnpRad, assim como o GATK, possuem em seus pipelines a
inclusdo de um conjunto de “hard filters” para realizar a filtragem das variantes identificadas.
Por fim, foi gerado um arquivo de saida em VCF para cada pipeline do DiscoSnp utilizado e
foram posteriormente filtrados usando os "soft filters" implementados no pacote R (R Core
Team, 2022) vcf2others (Apéndice 2). Os mesmos "soft filters" foram aplicados para os VCFs
de todos os pipelines.

Em resumo, para testar a existéncia de estrutura genética para o gaviao-real no Brasil,
foram gerados trés VCFs finais: (1) SNPs resgatados pelo GATK; (2) SNPs resgatados pelo
DiscoSnp++; (3) SNPs resgatados pelo DiscoSnpRad. Como todos os bancos de dados
utilizaram as mesmas sequéncias brutas geradas pelo sequenciamento de baixa cobertura e os
mesmos “soft filters”, a diferenca entre eles estd na maneira como as variantes foram
detectadas e extraidas. Esses testes foram conduzidos para investigar se a metodologia de
extracdo das variantes afeta os resultados tanto em termos quantitativos quanto qualitativos

para bancos de dados com baixa cobertura.

2.5.Filtragem dos SNPs no R (soft filters)

Com intuito de obter bancos de dados mais coesos e robustos, a filtragem dos SNPs foi
realizada na plataforma de programacdo R (R Core Team, 2022) através de um script
personalizado vcf2others (Apéndice 2). Os parametros utilizados nessa etapa foram chamados
de “soft filters” e serviram para compensar as perdas de informagdes causadas pelo
sequenciamento completo de baixa cobertura, garantir a auséncia de alelos falso positivos e
descartar possiveis erros de sequenciamento que em andlises futuras acarretaria em
resultados espurios.

Todos os bancos de dados foram filtrados baseados em cinco parametros na seguinte
ordem: (1) porcentagem de dados faltantes por individuo, retirando os individuos com mais de
90% de dados faltantes; (2) a frequéncia dos alelos menores (MAF), excluindo os loci cujo
segundo alelo mais comum apresentasse uma frequéncia abaixo de 3%, (3) cobertura dos
reads, removendo loci com uma cobertura menor que 5 vezes; (4) proximidade fisica das
variantes, retendo somente SNPs n&o ligados, ou seja, um SNP por locus; (5) porcentagem de
dados faltantes por locus, retirando os loci presentes em menos de 50% das amostras. Por fim,
novamente foi aplicado o filtro que avalia a porcentagem de dados faltantes por individuo,

removendo aqueles que ainda apresentavam mais de 50% dos loci obtidos ausentes.

2.6.Anédlises de estrutura genética

Alguns métodos, como o Structure, sdo baseados em modelos e pressupostos, que
guando sao violados podem impactar na obtencdo dos melhores agrupamentos genéticos

(Pritchard et al., 2000). Essas violacdes podem ocorrer devido a diversos fatores, como
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populaces com padrdes consistente ao isolamento por distancia (Ruiz-Gonzalez et al., 2015),
subdivisbes populacionais com baixo valor de Fsr (Latch et al., 2006) e pequeno tamanho
amostral (Evanno et al., 2005). Cabe ressaltar que a metodologia de sequenciamento adotada
neste estudo também pode resultar em violagdes do modelo devido a baixa cobertura,
resultando na possivel perda de heterozigotos por falta de informacéo e violando o pressuposto
do equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE).

Considerando analises anteriores da estrutura genética do gavido-real (Banhos, 2009;
Banhos et al.,, 2016) e levando em conta os possiveis fatores que podem afetar os
pressupostos dos métodos baseados em modelos, optamos por realizar analises que nao
dependem desses pressupostos, para explorar a diferenca genética entre as populagbes de
gavido-real no Brasil. Assim, foram realizadas duas abordagens diferentes para as analises da
estrutura genética: uma sem informacdo a priori sobre a estrutura (i.e. ferramentas para
descobrir se existe estrutura a partir dos dados genéticos), utilizando a analise de componentes
principais (PCA; Lever et al., 2017); e outra com informacgdes a priori da estrutura (i.e. testes de
hipétese da estrutura e a quantificacdo da mesma), utilizando a andlise discriminante de
componentes principais (DAPC; Jombart et al., 2010) e a andlise de variancia molecular
(AMOVA), para testar a divergéncia entre os grupos previamente designados.

A PCA e a DAPC foram realizadas utilizando o pacote adegenet (Jombart, 2008) na
plataforma R (R Core Team, 2022). Enquanto a PCA n&o recebeu nenhuma informacéo prévia
sobre as amostras, a DAPC utilizou informacdes sobre a distribuicdo geografica dos individuos
categorizados como Norte da Amaz6nia, Sul da Amazbnia e Mata Atlantica. Para calcular a
andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizado o programa Arlequin 3.5 (Excoffier e
Lischer, 2010). Essa analise também considerou a origem das amostras, fornecendo os valores
dos indices de fixacdo (Fst) e de endogamia (Fis e Fir), juntamente com seus respectivos
valores de p, com nivel de significAncia de < 0,05. Os conhecimentos prévios utilizados na
DAPC e AMOVA foram baseados em estudos anteriores (Banhos, 2009) e no presente estudo.
Sendo assim, as amostras foram subdivididas em trés grupos: (1) Norte do Amazonas, com
individuos acima do Rio Amazonas; (2) Sul do Amazonas, com individuos abaixo do Rio
Amazonas e (3) Mata Atlantica (Apéndice 1).

Considerando que o banco de dados recuperado pelo DiscoSnpRad obteve maior
quantidade de SNPs (ver adiante), foi realizada uma reamostragem utilizando SNPs
randomizados para investigar se a quantidade de variantes interferiu nos resultados finais das
andlises de estrutura genética. Para isso, a partir do conjunto de dados completo, foram
criadas 500 subamostras aleatdrias contendo 1000 SNPs. Para cada subamostra, foram
calculados os valores de Fsr e seus respectivos valores de p, com nivel de significancia de <
0,05. Em seguida, esses valores foram sumarizados e comparados com o valor obtido a partir
do banco de dados completo. As analises foram realizadas utilizando o pacote poppr (Kamvar
et al., 2014) na plataforma R (R Core Team, 2022).
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2.7.Andlise de diversidade genética

Para avaliar a diversidade genética dentro da populacéo de gavido-real foram utilizados
diferentes parametros de diversidade genética, incluindo a proporcdo de SNPs polimorficos
(Pn) e a heterozigosidade observada (Ho) e esperada (Hg). Todos os parametros foram obtidos

através do programa Arlequin 3.5 (Excoffier e Lischer, 2010).

2.8.Extracdo do mitogenoma

A localizacdo e extracdo do mitogenoma nas sequéncias fastq (R1 e R2), foi realizada
através do pipeline GetOrganelle (Jin et al., 2020) com adaptacdes. Para facilitar a identificacédo
das sequéncias mitocondriais das amostras de gavido-real e realizar o mapeamento das
leituras de um modo mais rapido e preciso, o banco de dados de referéncia usado pelo
GetOrganelle (animal_mt) foi substituido pelo mitogenoma completo da aguia-cobra-de-peito-
preto (Circaetus pectoralis), uma espécie filogeneticamente préxima do gavido-real,
pertencente a mesma familia Accipitridae. O mitogenoma completo da espécie foi extraido do
Genbank (NC_052805.1).

Diante disso, o GetOrganelle utiliza o banco de dados de referéncia como “isca” para
recrutar as leituras associadas ao alvo. Isso permite que a ferramenta faca a montagem do
mitogenoma para cada individuo. Uma vez obtidas as sequéncias mitocondriais, elas foram
editadas e alinhadas separadamente para cada regido mitocondrial usando o software Aliview
(Larsson, 2014). Com as sequéncias alinhadas, foi possivel identificar que alguns genes eram
extremamente conservados, ou seja, ndo havia variacdo entre os individuos. Portanto, apenas

as regifes mitocondriais com variagéo foram selecionadas para analises subsequentes.

2.9.Anélises filogenéticas do mitogenoma

As respostas sobre a histdria evolutiva do gavido-real e descoberta sobre diferentes
linhagens dentro da espécie, foi através de uma analise com inferéncia bayesiana no Beast2
(Suchard et al., 2018) utilizando o mitogenoma dos individuos amostrados. Porém, antes de
executar a analise filogenética, foi utilizado o PartitionFinder 2 (Lanfear et al., 2017) para
selecionar automaticamente o esquema de particdo com melhor ajuste e informar o modelo de
substituicdo de nucleotideos mais adequado para cada particdo. Essa etapa foi utilizada para
aumentar a eficiéncia das analises filogenéticas, demandando menor esfor¢co computacional.

Para iniciar a analise no PartitionFinder 2 todas as sequéncias mitocondriais editadas e
alinhadas foram combinadas em um conjunto de dados concatenados. No arquivo de entrada
foi informado o nome do gene e o seu respectivo nimero inicial e final da sequéncia. Para os
genes codificadores de proteinas foi adicionado o esquema de trés particbes, separando todas
as primeiras, segundas e terceiras posicoes do codon. Além disso, foi utilizado o algoritmo
greedy, com comprimentos de ramificacdo estimados como desvinculados entre si e
selecionado o modelo de sob o Critério de Informagdo de Akaike Corrigido (AICC), para
determinar qual era o melhor ajuste para os dados. Os esquemas de particionamento mais

adequados determinados pelo PartitionFinder 2 foram implementados na andlise filogenética.
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Os arquivos de entrada foram preparados no BEAULt2 (Suchard et al., 2018) para
realizar a analise filogenética no Beast, onde os genes codificadores de proteinas foram
agrupados de acordo com o melhor ajuste encontrado no PartitionFinder 2. O modelo de
evolucdo molecular para cada particdo foi estimado durante a corrida com o bModelTest,
considerando-se todos os modelos rotulados sob “namedExtended” (Bouckaert e Drummond,
2017). Assumiu-se um reldégio molecular relaxado com prior log-normal para estimar os
tamanhos relativos dos ramos e um modelo coalescente exponencial como prior da arvore. Por
fim, foi executado o método Monte Carlo via Cadeias de Markov (MCMC) por 100 milhdes de
geracdes, com dados amostrados a cada 10.000 etapas e exclusdo dos primeiros 10% de cada
execucdo, considerado como a fase de queima.

Para visualizar a concordancia entre os resultados, foram realizadas duas andlises
utilizando a mesma estratégia. A partir disso, os arquivos de saida do Beast foram combinados
através do LogCombiner (Suchard et al., 2018) e observados e avaliados no Tracer (Rambaut
et al., 2018). Posteriormente, foi criada uma arvore de consenso, sendo realizada através da
arvore de Credibilidade Maxima de Clado (MCC) com um burnin de 10%, usando o programa
TreeAnnotator (Suchard et al., 2018). A etapa final foi o carregamento da arvore consenso no
Figtree (Rambaut, 2018), permitindo visualizar a &rvore e as informac¢des resumidas produzidas

pelo TreeAnnotator.
3. Resultados

3.1.Sequenciamento e extracdo dos SNPs

O sequenciamento do genoma completo de baixa cobertura para os 49 individuos de
gavido-real resultou em um total de 269 milhdes de leituras, com média de 5.48 milhdes de
leituras por individuo (variando de 2.13 milhGes a 11.14 milhdes). Dado que o genoma do
gaviao-real (https://www.nchi.nim.nih.gov/genome/?term=txid202279) tem 1.268,38 Mb (1.268
bilhdes de nucleotideos), o sequenciamento foi feito numa profundidade média de 1.29x
(variando de 0.50x a 2.64x) para cada individuo. Ao mapear essas sequéncias ao genoma de
referéncia do gavido-real utilizando o pipeline do GATK, foram identificados 7.416.452 SNPs.
Apoés a aplicagdo dos "hard filters" recomendados pelo GATK Team e Kuderna et al. (2023),
restaram 11.257 SNPs. Ao utilizar os "soft filters", o nimero de SNPs foi reduzido para 6.935
para um total de 49 individuos (Tabela 1).

Por outro lado, ao utilizar os programas DiscoSnp++ e DiscoSnpRad, foram resgatados
502.166 e 465.854 SNPs, respectivamente, apos a aplicacdo dos “hard filters” internos dos
programas. Em seguida, ao aplicar os "soft filters", das variantes resgatadas pelo DiscoSnp++,
apenas 859 SNPs foram mantidos e 6 individuos (H240, H294, H316, H321, H328, Xingu)
foram removidos do conjunto de dados. No caso do banco de dados recuperado pelo
DiscoSnpRad, os "soft filters" filtraram 30.130 SNPs e removeram 3 individuos (H328, H240,

H316) das analises subsequentes (Tabela 1).
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Tabela 1. Namero de SNPs filtrados ap6s a implementagéo do hard e soft filters e o nimero de

individuos utilizados nas analises subsequentes por pipeline.

Pipeline Hard filters Soft filters Numero de individuos
GATK 11.257 6.935 49
DiscoSnp++ 502.166 859 43
DiscoSnpRad 465.854 30.130 46

3.2.Estrutura populacional

Os resultados da PCA para os conjuntos de dados extraidos pelos pipelines GATK
(Figura 2A) e DiscoSnp++ (Figura 2C) ndo mostraram formacédo de clusters evidentes. Porém,
o conjunto de dados extraido pelo DiscoSnpRad recuperou cinco clusters com distribuicéo
desigual das amostras geograficas entre os clusters (Figura 2E). Para a DAPC, o GATK mostra
sobreposicao entre Norte e Sul da Amazdnia e fraca separacdo da Mata Atlantica (Figura 2B).
Em contrapartida, o DiscoSnp++ (Figura 2D) e o DiscoSnpRad (Figura 2F) mostram uma leve
sobreposicéo entre Mata Atlantica e Sul da Amazdnia e uma maior separacdo do Norte da
Amazdnia.

Para todos os conjuntos de dados a AMOVA evidenciou um sinal muito fraco de
estruturacédo populacional (Tabela 2), com valor significativo apenas para o conjunto de dados
resgatado pelo DiscoSnpRad (Tabela 2). Os valores de F, e F, ndo foram significativos para
todos os bancos de dados (Tabela 2), indicando auséncia de endogamia para as populagdes.
Em relacdo as reamostragens realizadas para o conjunto de dados do DiscoSnpRad, a média
obtida para o F; foi de 0.0176, com valor de p significativo de 0.0048+-0.00537. Esses valores
indicam um baixo sinal de diferenciacéo genética para o gavido-real, assim como foi observado

utilizando o painel completo de variantes para o DiscoSnpRad (Tabela 2).
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Figura 2. Resultados da analise de componentes principais (esquerda) e da andlise
discriminante de componentes principais (direita) para os diferentes conjuntos de dados. A e B

para GATK, C e D para DiscoSnp++ e E e F para DiscoSnpRad.

Tabela 2. Valores do Fs, Fs e F. e seus respectivos valores de p e desvio padréo para cada

pipeline utilizado no estudo.

Pipeline Fsr P-valor Fs P-valor F. P-valor
0.3613 1.0000 1.0000
GATK 00006 50045 191 00000 10537 0.0000
. 0.9815 1.0000 1.0000
DiscoSnp++ 00038 ooy, 05345 Tooon -0.5286  Totiooo
, 0.0154 1.0000 1.0000
DiscoSnpRad 0.0149 +00010 97614 o000 97381 50000

* Nivel de significancia (p <0,05).

3.3.Diversidade genética

Os resultados dos parametros de diversidade genética calculados para os diferentes

grupos de gavido-real estdo resumidos na Tabela 3. Os valores da heterozigosidade observada

(H,) foram maiores em comparacdo a heterozigosidade esperada (H.) para todos 0s grupos,

independentemente do pipeline utilizado para recuperar os SNPs. Para o pipeline do GATK, H,
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variou de 0.65897 a 0.73427 e H. de 0.37331 a 0.5027. Quanto ao DiscoSnp++, H, variou de
0.42995 a 0.61288 e H. de 0.31083 a 0.47568. No caso do DiscoSnpRad, H, variou de 0.47281
a 0.59198 e H. de 0.32757 a 0.44238.

Considerando todos os conjuntos de dados, o grupo do Norte da Amazdnia obteve
maiores valores de H, e H. quando comparado com os grupos do Sul da Amazoénia e da Mata
Atlantica. O grupo Sul, por sua vez, obteve os menores valores. Cabe ressaltar que, apesar do
DiscoSnp++ ter recuperado um numero bastante reduzido de SNPs, os valores de
heterozigosidade foram semelhantes aos dos outros pipelines. Em relacdo ao Pn, a maior
porcentagem foi observada para o grupo do Norte da Amazodnia (41.10 %) pelo conjunto de
dados extraido pelo DiscoSnpRad (Tabela 3). Assim como ocorreu para H, e H., o grupo do
Norte da Amazbnia apresentou as maiores porcentagens de SNPs polimérficos, exceto no
conjunto de dados do GATK, onde o grupo da Mata Atlantica com maior porcentagem (27.03
%) (Tabela 3).

Tabela 3. Estimativas da diversidade genética para os grupos de gavido-real, determinadas
pelo nimero de SNPs resgatados pelos diferentes pipelines, propor¢do de SNPs polimorficos,
numero de individuos e heterozigosidade observada e esperada para cada grupo.

Pipeline SNPs Grupo N Pn (%) H, H.

NAM 5 25.44 0.73427 0.50275

GATK 6.395 SAM 35 22.79 0.60720 0.37311
ATF 9 27.08 0.65897 0.42604

NAM 4 29.45 0.61288 0.47568

DiscoSnp++ 859 SAM 30 7.45 0.42995 0.31083
ATF 9 9.08 0.50655 0.37660

NAM 4 41.10 0.59198 0.47281

DiscoSnpRad 30.130 SAM 33 12.26 0.44238 0.32757
ATF 9 18.31 0.50605 0.38470

N, namero de individuos; Pn, proporgao de SNPs polimorficos; H,, heterozigosidade observada;
H., heterozigosidade esperada; NAM, Norte da Amazénia; SAM, Sul da Amazbnia; ATF, Mata
Atlantica.

3.4.Extracdo do mitogenoma

O GetOrganelle foi capaz de resgatar as sequéncias do mitogenoma de 48 individuos,
com excegdo da amostra H240. Essas sequéncias incluiram a regido de controle (d-loop) e 28
genes, contando com 13 genes codificantes de proteinas (ATP6, ATP8, COX1, COX2, COX3,
CYTB, ND1, ND2, ND3, ND4, ND4L, ND5 e ND®6), 13 tipos de RNA transportador (trnE_uuc,
trnG_ucc, trnH_gug, trni_gau, trnL_uaa, trnL_uag, trnM_cau, trnN_guu, trnP_ugg, trnR_ucg,
trnS_uga, trnW_uca, trnY_gua) e dois tipos de RNA ribossémico (12S e 16S). Os genes ATPS8,
ND3, 12S, 16S e todos os RNAs transportadores ndo apresentaram variacdo entre o0s

individuos, evidenciando serem genes conservados para a espécie, assim, foram excluidos das
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analises subsequentes, restando somente o d-loop e 11 genes codificantes do mitogenoma
(Tabela 4). No total, incluindo as regiGes constantes e variaveis, foram resgatados 12.019 pb
do mitogenoma, com média de aproximadamente 8.310 pb por amostra. Cada gene continha
ao menos uma variagdo, resultando em 112 sitios segregantes, dos quais 46 foram
parcimoniosamente informativos. Os esquemas de particionamento mais adequados
determinados pelo PartitionFinder 2 agrupando o d-loop e os 11 genes com suas particdes em

4 subsets diferentes (Tabela 4).

Tabela 4. Esquemas de particionamento determinados pelo PartitionFinder 2 utilizando o d-
loop e 11 genes mitocondriais.

Subset Regido mitocondrial
ATP6_2,ND4_1,ND2_1,ND5 3, COX3_1,ND4L_1,CYTB_1, ND1_1, COX2_1,
1 — - — f— p— — pa— — —
COX1_3
5 COX3_2,C0OX2_2,ND2_2, ATP6_3, COX1_1, CYTB_2,ND4L_2,ND5_1, ND1_2,
ND4_2
3 COX3_3,ND4_3, COX2_3,ND5_2,CYTB_3, ND4L_3, ATP6_1, ND2_3, COX1_2,

ND1_3

4 ND6_3, ND6_1, d-loop, ND6_2

A analise filogenética baseada no método bayesiano a partir das regifes do
mitogenoma resultou na construcdo de uma arvore filogenética consistente, evidenciando a
existéncia de duas linhagens evolutivas que se divergiram dentro da espécie. Os resultados da
andlise bayesiana apresentam um alto valor de bootstrap (BS = 1), indicando uma clara
separacdo genética entre os individuos do Norte da Amazb6nia e os individuos do Sul da
Amazodnia e da Mata Atlantica. Além disso, os grupos do Sul da Amazonia e da Mata Atlantica

compartilham haplétipos entre si.

o
o
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e

!
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0,739

Figura 3. Arvore filogenética para o gavido-real, evidenciando diferentes linhagens para a
espécie, com o grupo do Norte da Amazénia (NAM) separado geneticamente dos grupos do
Sul da Amazbnia (SAM) e Mata Atlantica (ATF).
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4. Discusséao

Compreender a estrutura genética de espécies ameacgadas de extingdo e com ampla
distribuicdo geografica € de extrema importancia para desenvolver e direcionar estratégias de
manejo eficazes para sua conservagdo (Frankham et al., 2010). No caso do gavido-real,
estudos anteriores foram conduzidos para investigar a diferenciacdo genética para a espécie
no Brasil (Banhos, 2009; Banhos et al., 2016). No entanto, o uso de diferentes marcadores
moleculares apresentaram resultados distintos, enquanto os microssatélites mostraram
auséncia de estrutura genética, o DNAmt revelou diferencas genéticas significativas entre as
populacbes da Amazdnia e da Mata Atlantica, de forma que quanto maior a distancia
geografica entre as populacdes, maior era diferenca genética entre elas (Banhos, 2009).

Neste estudo, 0 mitogenoma também encontrou a presenca de estrutura genética para
0 gavido-real no Brasil, de modo que as popula¢bes do Sul da Amazbnia (ao sul do Rio
Amazonas) e da Mata Atlantica sdo mais semelhantes geneticamente entre si e a populagdo
localizada ao norte do Rio Amazonas apresenta uma maior divergéncia genética entre as
demais populagbes. Banhos et al. (2016) encontraram resultados similares para a espécie
utilizando os microssatélites heter6logos. Embora os autores ndo tenham encontrado sinais de
estrutura por meio de andlises bayesianas, eles observaram baixos valores, porém
significativos, de F. entre a populacdo do Norte da Amazbnia e as popula¢gbes do Sul da
Amazébnia + Mata Atlantica. Além disso, observaram similaridade genética entre as populacdes
do Sul da Amazénia e da Mata Atlantica, indicando a ocorréncia de fluxo génico entre essas
populacdes (Banhos et al., 2016).

Como as analises com o DNAmt mostraram sinais claros de estrutura genética
(Banhos, 2009; este estudo) e os microssatélites ndo foram capazes de confirmar esse padrao
(Banhos et al., 2016), o uso de marcadores nucleares mais abrangente no genoma, como 0s
SNPs, tendem auxiliar a elucidar dindmicas populacionais mais complexas (Kulski, 2016). No
entanto, os resultados em relacéo a presenca de estrutura genética utilizando os marcadores
SNPs neste estudo variaram de acordo com a metodologia utilizada para identificar e extrair as
variantes. Essa variacdo esta diretamente ligada a abordagem de sequenciamento utilizada,
onde o sequenciamento de baixa cobertura, apesar de ter capacidade de resgatar variantes
importantes e concordantes com sequenciamentos de média e alta cobertura (Li et al., 2011;
Rustagi et al., 2017; Gilly et al., 2019; Chaubey et al., 2020), possui um conjunto de dados com
uma baixa quantidade de informacdes disponiveis por loci, dificultando a inferéncia estatistica
para identificar variantes verdadeiras (Nielsen et al., 2012).

Além disso, os pipelines NGS usados para identificar essas variantes ndo foram
projetados para esse tipo de sequenciamento e podem produzir resultados qualitativos e
guantitativos divergentes mesmo utilizando o mesmo dado bruto (McKenna et al., 2010; Uricaru
et al., 2015; Lee et al., 2021), como observado neste estudo. Em relagdo ao pipeline do GATK,
como é amplamente utilizado em diagndsticos médicos, seus critérios para determinar a
presenca de uma variante sdo mais rigorosos para minimizar o erro alfa. Essa rigidez,

combinada com os dados gerados por um sequenciamento de baixa cobertura, resulta na
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exclusdo de muitas variantes verdadeiras que poderiam ser relevantes para detectar sinais de
estrutura genética para o gavido-real. Apesar do GATK ndo ter sido o pipeline que manteve o
menor nimero de SNPs, foi o Unico a revelar uma configuracdo de clusters diferente dos outros
pipelines pelo método da DAPC, observando uma leve divergéncia entre as popula¢cbes dos
biomas Amaz6nia e Mata Atlantica, com os grupos do Norte e Sul da Amazoénia se sobrepondo
em alguns pontos.

Quanto ao DiscoSnp++, foi o pipeline que apresentou menor quantidade de SNPs apos
as filtragens. Assim como no GATK, o conjunto de dados obtidos pelo DiscoSnp++ néo revelou
a descoberta de clusters através da PCA e nem apresentou diferenciacdo significativa para
AMOVA. No entanto, mesmo com a recuperacdo de um nimero muito reduzido de SNPs, no
método da DAPC o pipeline conseguiu resgatar sinais de estrutura genética semelhante aquela
observada para o DNAmt. No caso do DiscoSnpRad, o qual recuperou uma maior nimero de
SNPs, apesar da PCA nao ter identificado o nimero de clusters correlatos com a distribui¢cdo
geogréafica das populagBes, as variagcdes extraidas por esse pipeline evidenciaram um F
significativo e mostrou por meio da DAPC que a populacdo do Norte da Amazdnia representa o
grupo geneticamente mais distinto, com os agrupamentos do Sul da Amazénia e da Mata
Atlantica apresentando maior similaridade genética. Além disso, cabe ressaltar que os achados
utilizando os SNPs obtidos através do pipeline do DiscoSnpRad, sdo consistentes com o0s
resultados encontrados através da analise filogenética com o mitogenoma.

Ademais, foi possivel observar que os resultados divergentes entre os diferentes
pipelines utilizados neste estudo ndo séo inferidos pela quantidade de SNPs recuperados, mas
sim pela metodologia empregada para identificar as variantes. Essa constata¢ao foi confirmada
pela a reamostragem realizada para o DiscoSnpRad, onde mesmo com um conjunto menor de
SNPs, os resultados foram consistentes com aqueles obtidos utilizando o painel completo.
Embora a metodologia utilizada para sequenciar as amostras neste estudo ndo tenha sido
baseada na representacéo reduzida do genoma (RAD-Seq), os padrdes genéticos do gavido-
real identificados pelo pipeline DiscoSnpRad foram mais eficientes e semelhantes aos
resultados observados para a espécie através do DNAmt. Portanto, esses resultados sugerem
gue o pipeline do DiscoSnpRad é capaz de identificar e resgatar variantes mesmo com baixa
cobertura de sequenciamento, mostrando sua eficacia ao lidar com esse tipo de dado e
produzir resultados consistentes.

Mesmo utilizando uma amostragem do genoma mais ampla por meio dos SNPs, o
gavido-real permanece apresentando baixo sinal de estrutura genética a partir de marcadores
biparentais, indicando que ainda ha mistura entre os grupos. A discrepancia observada entre o
grau de estrutura genética detectada pelos diferentes marcadores moleculares pode ser
atribuida a dispersdo desigual entre os sexos e as caracteristicas especificas de cada
marcador. Para o gavido-real, Banhos (2009) constatou maior dispersdo para os machos.
Como o DNAmt possui heranga materna e as fémeas se dispersam menos, esse marcador
consegue revelar uma estrutura genética historica e, consequentemente, mais acentuada. Por

outro lado, os marcadores biparentais apresentam um sinal mais fraco provavelmente devido a
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esses machos migrantes, que quando se reproduzem na nova populacdo, ocorre a mistura
génica e pode acabar sendo difundida com o passar de poucas das geracoes.

Assim como o gavido-real, outras grandes aves de rapina com alto potencial de
dispersdo, como a aguia-dourada (Aquila chrysaetos), também apresentam baixo sinal de
estrutura genética, mostrando um padréo de variagao genética consistente com isolamento por
distancia causado pela disperséo natal (Judkins et al., 2023). O padréo de variagdo genética
observado no gavido-real aparentemente segue esse mesmo principio, onde populacGes mais
proximas tém maior chance de migrar e trocar genes entre si do que populagdes mais distantes
(Banhos, 2009). Os eventos migratérios para a espécie foram observados com maior
frequéncia originando da Mata Atlantica em dire¢do a Amazébnia, pelo leste do corredor seco
utilizando as manchas florestais do Nordeste do Brasil (Banhos, 2009). Esse padrdo de
migracdo explica a maior similaridade genética encontrada entre a populacdo do Sul da
Amazodnia e da Mata Atlantica e, além disso, indica que as conexdes histéricas entre a Mata
Atlantica e a Amazodnia tiveram grande importancia na disperséo para a espécie.

A maior divergéncia genética observada no grupo do Norte da Amazdnia pode ser
explicada pela hipotese de que o Rio Amazonas atua como uma barreira geografica. O Rio
Amazonas teve sua formacgéo ha cerca de 7 milhdes de anos e devido a sua grande extensao,
divide a floresta Amazoénica em dois blocos, um ao norte e outro ao sul. Além disso, ele é
reconhecido como a barreira geogréafica mais forte e eficaz entre todos os rios que compdem a
Bacia Amazodnica (Hoorn et al., 2010). Nesse sentido, para determinadas espécies, o rio pode
reduzir ou impedir o fluxo génico entre as populagBes localizadas em lados opostos do rio,
inclusive para espécies que possuem alto poder de dispersdo. Um exemplo disso é observado
nas populacdes de oncas-pintadas (Panthera onca), que também apresentaram diferencas
genéticas significativas por causa da restricdo do fluxo génico entre a populacédo do norte e sul
do Rio Amazonas (Eizirik et al., 2001).

Analisando a diversidade genética encontrada neste estudo, mesmo com a disparidade
do numero de individuos entre os grupos, o grupo do Norte da Amazobnia apresentou maior
namero de loci polimdérficos e, consequentemente, maior heterozigosidade do que os demais
grupos genéticos avaliados. Em contraste, o grupo localizado ao sul do Rio Amazonas obteve
menor diversidade genética. O mesmo padrdo de variagdo genética foi identificado em Banhos
et al. (2016) através dos microssatélites transferidos e com base em amostras histéricas e
contemporéneas, 0s autores encontraram uma correlacdo entre a perda de diversidade
genética com os altos indices de desmatamento na regidao do Sul da Amazdnia e Mata
Atlantica. Enquanto isso, as amostras situadas no Norte da Amazdnia, regido pouco alterada
pela pressdo do desmatamento, apresentou maior diversidade genética (Banhos et al., 2016;
este estudo).

De fato, a manutencédo da diversidade genética desempenha um papel essencial na
sobrevivéncia e na capacidade de adaptacéo das espécies (Frankham et al., 2010). Embora a
diversidade genética do gavido-real tenha sido encontrada em niveis mais baixos em areas

com altos indices de desmatamento, ela ainda € maior em comparagdo com outras espécies
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de aguias que ndo estdo ameacadas de extincdo (Judkins et al., 2020; Judkins et al., 2023).
Além disso, geralmente SNPs por serem marcadores bialélicos costumam captar menor indice
de diversidade genética (Allendorf et al., 2013; Turchetto-Zolet et al., 2017). Neste estudo,
mesmo utilizando os SNPs para quantificar a diversidade genética, as populacdes de gavido-
real apresentaram uma diversidade moderada a alta para a espécie.

Outros estudos utilizando diferentes marcadores moleculares também encontraram
uma diversidade genética variando de moderada a alta para a espécie (Banhos, 2009; Lerner
et al., 2009). Isso significa que ainda ha tempo para preservar e maximizar a diversidade
genética por meio de um manejo genético eficiente e com a protecédo de seus territorios. Vale
ressaltar que a conservacao da diversidade genética do gavido-real ndo deve se limitar apenas
as areas onde existem altos indices de desmatamento. As medidas de conservagdo devem ser
implementadas em todas as areas onde a espécie ocorre levando em consideracdo as
diferentes unidades evolutivas da espécie, garantindo que as diferentes populacdes do gavido-
real se mantenham geneticamente saudaveis e capazes de se adaptar as mudancas do
ambiente.

Este estudo possibilitou melhor entendimento acerca da estrutura genética para o
gavido-real no Brasil, indicando a existéncia de unidades evolutivas significativas (ESUs).
Assim, € necessério levar em consideracdo as novas informacfes exploradas neste estudo
para direcionar o manejo e a protecdo das populacdes com objetivo de preservar a diversidade
genética existente, garantir a evolucdo continua da espécie e assegurar a capacidade de
adaptacdo as mudancas ambientais a longo prazo. Além disso, é prudente que sejam evitadas
translocacdes e reintroducbes de individuos entre as diferentes ESUs, pois populacdes
geneticamente diferenciadas ndo devem ser misturadas e requerem manejo separado
(Frankham et al., 2010; Allendorf et al., 2013). Por fim, com este estudo também foi possivel
visualizar a importancia de escolher a ferramenta correta para resgatar as variaveis (SNPs) de
acordo com a abordagem de sequenciamento utilizada. A partir dos resultados obtidos aqui
indicamos utilizar o pipeline do DiscoSnpRad para um conjunto de dados gerados a partir de

um sequenciamento de baixa cobertura.
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8. Apéndices

Apéndice 1. Local de origem e estado das amostras de gavido-real, grupo genético, idade e
identificac8o do sexo.

Amostra Local de origem - Estado Grupo Idade Sexo
38 Mato Grosso SAM Filhote F
39 Mato Grosso SAM Jovem F
54 Extrema - Rond6nia SAM Jovem F
AC Boca do Acre - Acre SAM Adulto M
Cetas AC Porto Acre - Acre SAM Jovem F
H12 Porto Seguro - Bahia ATF Adulto F
H147 Fazenda Alianca, Itagimirim - Bahia ATF Jovem F
H150 Faro - Para NAM Filhote F
H159 Vila Amazo6nia, Parintins - Para SAM Adulto M
H161 Comunidade Granja Andird, Mamuru, Barreirinha - Amazonas SAM Jovem F
H162A Assentamento Vila Amaz6nia, Parintins - Amazonas SAM Filhote F
H184 Novo Aripuand - Amazonas SAM Adulto F
H211 Novo Aripuana - Amazonas SAM Adulto F
H212A Floresta Nacional de Carajas, Parauapebas - Para SAM Filhote M
H221D Floresta Nacional de Carajas, Parauapebas - Para SAM Filhote F
H240 Fazenda Campina, Bardo de Melgaco - Mato Grosso SAM Filhote F
H241B Fazenda Campina, Bar&o de Melgaco - Mato Grosso SAM Filhote F
H267 Tucurui - Para SAM Jovem F
H269 Represa Santo Antdnio, Porto Velho - Rondbnia SAM Filhote M
H290 Eundpolis, Porto Seguro - Bahia ATF Jovem F
H291 Dom Eliseu - Para SAM Filhote F
H292 ZF3, Km 41, Rio Preto da Eva - Amazonas NAM Filhote F
H293 Paricatuba, Iranduba - Amazonas NAM Adulto F
H294 BR-313, Km 186, Capixaba - Acre SAM Filhote F
H316 Floresta Estadual de Antimary, Antimary - Acre SAM Adulto F
H318 Cocalzinho - Goiania SAM Adulto F
H320 Comunldade Tabatinga, Juruti - Para SAM Adulto M
H321 Presidio, CEA-Nenergia, Altamira - Para SAM  Adulto M
H322 Volta Grandre do Xingu, Juruti - Para SAM Adulto F
H323 Mojui dos Campos - Para SAM Adulto F
H324 Santarém - Para SAM Jovem M
H327 Vicinal Linha 25, Nova Mamoré - Rondénia SAM Filhote M
H328 BR-174, Barreira Policia, Manaus - Amazonas NAM Jovem M
H329 Cacoal - Rondbnia SAM Filhote F
H334 Babacgulandia - Tocantins SAM Adulto F
H409 Sitio Santa Rita, Corrego Farias, Linhares - Espirito Santo ATF Jovem F
H411 Reserva Bioldgica de Sooretama, Linhares - Espirito Santo ATF Adulto F
HBABY Cacaia do Rumo Certo, Lago Balbina, Presidente Figueiredo - NAM Filhote E
Amazonas
HEX 13  Reserva Biologica de Sooretama, Sooretama - Espirito Santo ATF Jovem F
Hz01 Rondénia SAM - F
Hz02 Britania - Goias SAM - F
HZz03 Desconhecida - Para* SAM - F
Hz04 Bahia ATF - F
Hz13 Parana ATF - M
Hz14 Matupa - Mato Grosso SAM - F
HZz19 Salvador - Bahia ATF - F
Parintins  Parintins - Amazonas SAM Adulto F
RO Ariqguemes - Rondénia SAM Filhote F
Xingu Altamira - Para SAM Filhote F

SAM, Sul da Amaz6nia; NAM, Norte da Amazobnia; ATF, Mata Atlantica; F, FEmea; M, Macho; -,
Indeterminado, *, provavel estado de origem.
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Apéndice 2. Comandos utilizados para mapear as sequéncias individuais contra o genoma de
referéncia do gavido-real (Genome mapping), para resgatar dos SNPs utilizando o GATK (SNP
calling) e os hard e soft filters para realizar a filtragem dos bancos de dados.

# Genome mapping (implementado no Shell)

seqtk mergepe "$fastq_path"/"$sample”_R1_001.fastg.gz
"$fastq_path"/"$sample”_R2_001.fastq.gz | cutadapt -j "$threads" --interleaved -m "$length" -a
file:"$adapter" -A file:"$adapter” - | bwa-mem2.avx2 mem -pt "$threads" "$reference" - |
samtools sort -@ "$threads" -n -T tmp/part.map.sorted. TMP -O bam - | samtools fixmate -@
"$threads" -m - "$results_mapped"/"$sample” _mapped_tmp.bam

samtools sort -@ "$threads" -T tmp/part.map.sorted. TMP -O bam
"$results_mapped"/"$sample”_mapped_tmp.bam | samtools markdup -@ "$threads" -r -
"$results_mapped"/"$sample"_mapped_sorted.bam

# SNP calling (implementado no Shell)

picard AddOrReplaceReadGroups -1 "$results_mapped"/"$sample”_mapped_sorted.bam -O
"$results_mapped"/"$sample"_mapped_sorted_addRG.bam -RGID "$sample" -RGLB lib1 -
RGPL illumina -RGPU unitl -RGSM "$sample"

samtools index -@ "$threads" "$results_mapped"/"$sample”_mapped_sorted_addRG.bam

gatk HaplotypeCaller -R "$reference" -
"$results_mapped"/"$sample"_mapped_sorted_addRG.bam -ERC BP_RESOLUTION -O
"$results_vcf'/"$sample”_raw_snps_indels.gvcf.gz

gatk IndexFeatureFile -l "$results_vcf'/"$sample" _raw_snps_indels.gvcf.gz

gatk GenotypeGVCFs --include-non-variant-sites FALSE -R "$reference" -V
"$results_vcf'/"$sample”_raw_snps_indels.gvcf.gz -O
"$results_vcf'/"$sample”_genotyped.vcf.gz

# Hard filter parameters
# Flexible parameters for filtering SNPs following Hard filters by GATK Team and Kundera et al.
2023:

QD=2 #quality by depth

MQRank=-12.5 #Mapping Quality Rank Sum Test
FS=60 #Fisher Strand

SOR=3 #Strand Odds Ratio

ReadPos_snp=-8 #Read Position Rank Sum
ReadPos_ind=-20 #Read Position Rank Sum
snpgap=10 #distance from indels

indelgap=5 #distance between indels
pvalue=0.000001 #polymorphism detection
MQ=20 #mapping quality

QUAL=20 #base call quality

MAF=0.05 #minimum allele frequency
mindepth=0.8 #mim coverage mean for site
maxdepth=300 #max coverage mean for site
missingdataSITE=0.9 #threshold for missing data amount by site

MIN_HET_AD=0.25 #minimum frequency of rare allele at het site

# in Kundera et al. 2023 calculated modal coverage (excluding 0s) using mosdepth (v 0.2.9),
and then MIN_COV was 1/3x mode and MAX_COV 2x mode

MIN_COV=2 #minimum coverage per site

MAX_COV=100 #maximum coverage per site
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# Hard filters (implementado no Shell)

bcftools filter -e "TYPE="snp' & (GT='het' & FMT/AD[:]<$MIN_HET_AD) | AC>2 | QD<$QD |
FS>$FS | SOR>$SOR | MQRankSum<$MQRank | ReadPosRankSum<$ReadPos_snp |
MQ<$MQ | FMT/DP<$MIN_COV | FMT/DP>$MAX_COV" --SnpGap $snpgap
"$results_vcf'/"$sample”_genotyped.bcf.gz | beftools filter -e "TYPE="indel' & (GT="het' &
FMT/AD[;]<$MIN_HET_AD) | QD<$QD | FS>$FS | SOR>$SOR |
ReadPosRankSum<$ReadPos_ind | MQ<$MQ | FMT/DP<$MIN_COV | FMT/DP>$MAX_COV"
- -Ob -0 "$results_vcf_filtered"/"$sample”_genotyped_hardfilters.bcf.gz

# Soft filters (implementado no R)

source("https://raw.githubusercontent.com/legalLab/protocols-
scripts/master/scripts/vcf2others.R")

vcf <- read.vcfR("harpia_all.vcf")

indivs <- read.table("indivs", header = TRUE)$id %>%
as.character()

vcfl <- vcf_sub_indivs(vcf, indivs, whitelist = FALSE) %>%
vcf_filter_missing_indivs(.9) %>%
vcf_filter_maf(.03) %>%
vcf_filter_coverage(5) %>%
vcf_filter_oneSNP() %>%
vcf_filter_missingness(.5)
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CONCLUSAO GERAL

Os estudos da Genética da Conservacao sdo essenciais para desenvolver estratégias
de manejo eficazes, garantindo a preservacao da diversidade genética e a sobrevivéncia de
espécies a longo prazo. Neste estudo foram desenvolvidos novos marcadores microssatélites
para o gavido-real, os quais podem ser aplicados em toda a populacdo ex situ presente em
zoolégicos e criadouros no Brasil para fornecer mais informacdes sobre os individuos cativos
ao Studbook da espécie. Assim, € possivel auxiliar na definicdo de estratégias para o manejo
populacional adequado, como realizar a translocacéo de individuos entre cativeiros e direcionar
a formacdo de novos casais a partir de dados histéricos e genéticos para aumentar a
diversidade genética, manter a estrutura genética existente e evitar a consanguinidade.

Com base nas informacBes genéticas obtidas neste estudo foi possivel elucidar a
presenca de estrutura genética para o gavido-real no Brasil a partir de marcadores moleculares
biparentais (SNPs). Apesar desses marcadores resgatarem um baixo sinal de estrutura, eles
encontraram padrdes semelhantes ao que tem se observado para a espécie com o DNA
mitocondrial, com a populag&o localizada ao Norte do Rio Amazonas apresentando ser mais
distante geneticamente das outras populacbes. Ademais, essa populacdo possui uma alta
diversidade genética e contém maior nimero de loci polimoérficos, demandando atencao
especial para sua conservagdo e manutencao da diversidade genética local. Por outro lado, as
populagbes situadas ao Sul do Rio Amazonas e na Mata Atlantica apresentaram maior
similaridade genética entre si e menor diversidade genética. Portanto, é crucial implementar
medidas de manejo dessas populagbes visando manter e maximizar a diversidade genética,
antes que ela diminua ainda mais. Tais acdes pode incluir a protecdo de seus territérios, uma
vez que existem indicios de perda de diversidade genética devido aos altos indices de
desmatamento na regido.

Neste estudo, também foi possivel sugerir o pipeline mais adequado para a detec¢éo e
recuperacdo de variantes a partir de um sequenciamento com baixa cobertura. Considerando
gue estudos anteriores sobre o gavido-real ndo apresentavam uma estrutura genética clara
para marcadores biparentais, e que 0s programas e pipelines de bioinformatica existentes
foram desenvolvidos para lidar com dados de maior cobertura, a inferéncia estatistica para
identificar variantes verdadeiras torna-se mais desafiadora em um sequenciamento com baixa
cobertura, dificultando a obtencdo de informacdes sobre a estrutura genética. Portanto, foi
necessario testar diferentes pipelines e encontrar aquele que melhor se adequasse ao nosso
conjunto de dados, que no caso foi o DiscoSnpRad. Por fim, esse trabalho gerou novas
informacgBes e ferramentas genéticas para auxiliar no manejo e conservagédo do gavido-real in

Situ e ex situ.

84



