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RESUMO

A onca-pintada (Panthera onca) é o maior felideo das Américas, um predador de topo de
cadeia trofica que se encontra ameacado de extingdo devido a perda e fragmentacdo de
seus habitats, conflito com humanos e trafico de fauna. Um aspecto-chave do
delineamento, implementagdo e monitoramento de programas de conservacao desta
espécie € a analise de seus padrdes de diversidade gendmica em ambientes com diferentes
niveis de fragmentacdo. Neste estudo, foram sequenciados 10 genomas completos de
oncas-pintadas, os quais foram analisados em conjunto com 10 outros genomas
sequenciados previamente. Essa amostra de 20 genomas, representando diferentes
biomas brasileiros, permitiu a analise de padrbes de diversidade, com especial foco na
prevaléncia de blocos homozigotos, em populacdes remanescentes desta espécie.
Observamos altos niveis de homozigose, indicando endocruzamento recente, em
individuos da Mata Atlantica costeira, alguns individuos da Mata Atlantica de Interior, e em
um individuo amazénico amostrado no ‘Arco do Desmatamento’. Os padrdées observados
permitem concluir que a fragmentacéo de paisagens, com consequente desconexao das
pequenas populacdes de oncas-pintadas remanescentes em algumas regides, geram
efeitos mensuraveis, e em alguns casos severos, nos genomas dos individuos amostrados.
Estes resultados fornecem informacBes relevantes para embasar estratégias de
conservacao e manejo da onca-pintada nos biomas brasileiros em que a espécie ainda
persiste.

Palavras-chave:
genbmica populacional; gendmica da conservacao; Felidae



ABSTRACT

The jaguar (Panthera onca) is the largest felid in the Americas, a top predator that is
threatened due to habitat loss and fragmentation, compounded by conflict with humans and
wildlife trafficking. A key aspect of the design, implementation and monitoring of
conservation programs for this species is the analysis of its patterns of genomic diversity in
habitats with different levels of fragmentation. In this study, 10 whole genomes of free-living
jaguars were sequenced, which were analyzed along with 10 other genomes reported
previously by our research group. This sample of 20 genomes, representing different
Brazilian biomes, allowed the analysis of diversity patterns, particularly focusing on the
prevalence of Runs of Homozygosity, in remaining jaguar populations. We observed high
levels of homozygosity, indicating recent inbreeding, in individuals sampled in the coastal
Atlantic Forest, some individuals from the Inner Atlantic Forest, and one Amazonian
individual sampled in the ‘Deforestation Arc’. The observed patterns allowed the conclusion
that habitat fragmentation, leading to the disconnection among small jaguar populations
remaining in some regions, generate measurable, and in some cases severe, effects in the
genomes of the sampled individuals. These results provide relevant information to empower
conservation and management strategies for jaguars in the Brazilian biomes in which the
species still persists.

Keywords:
population genomics; conservation genomics; Felidae



RESUMO PARA LEIGOS

A onca-pintada (Panthera onca) é uma espécie bioindicadora, espécie que necessita de um
ambiente bem conservado para habitar, que ocorre nas Américas, desde o sul dos Estados
Unidos até o norte da Argentina. Pela destruicdo de seu habitat natural, a onga-pintada vem
perdendo area de ocupacao de forma dramatica, o que causa a reducdo do numero de
individuos existentes, o que por sua vez faz com que oncas de parentesco proximo inter-
cruzem. Esse fenbmeno é chamado de “endocruzamento”, e contribui para a diminui¢gao da
variabilidade genética dos individuos presentes na populagdo. Caracteristicas variadas
numa espécie animal sdo, em geral, algo positivo, que permite a espécie sobreviver a mais
adversidades como doencas e mudancas no ambiente. Essas caracteristicas vém do
material genético do animal, mais comumente conhecido por “DNA”. Metade do material
genético do animal vem de cada pai, o que confere a ele duas cépias do material genético.
Na onca-pintada, esse processo de endocruzamento vem criando o que chamamos de
‘janelas de homozigosidade”, onde ambas as copias de material genético do animal sédo
idénticas em um grande pedaco do DNA. Ao ter filhotes, as oncas que possuem essas
janelas de homozigosidade contribuem com menos variedade de caracteristicas para 0s
filhotes, e assim, ao longo das geracdes, todos os individuos acabam igualmente
suscetiveis a serem erradicados por doencas ou outras adversidades do ambiente.

Neste trabalho, demonstramos como a reducdo do habitat disponivel para a onca-pintada
ja causa enormes janelas de homozigosidade, especialmente nas fronteiras de
desmatamento e areas degradadas de biomas brasileiros.
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INTRODUCAO

A onca-pintada (Panthera onca) é o maior felino neotropical e o Unico representante
atual no hemisfério ocidental do género Panthera, o qual também compreende outros
guatro grandes felinos viventes (Figueiro et al. 2017). Possui uma pelagem amarelada com
rosetas e pintas escuras, musculatura muito desenvolvida, cranio e dentes particularmente
robustos, conferindo a ela uma mordida mais poderosa do que a dos outros felinos
(Seymour, 1989; Sunquist and Sunquist, 2002). Chega a medir até dois metros de
comprimento e pesar mais de cem quilos (Kitchener, 1991). E um animal de enorme
significancia ecoldgica, pois ocupa a funcéo de predador de topo nos ecossistemas em que
ocorre. Também se deve considerar que a ocorréncia da onca-pintada depende de um
ecossistema preservado, 0 que a torna um bioindicador (Thornton et al., 2016).

Sua ocorréncia historica (até cerca de 1900) abrangia desde o sudoeste dos EUA
até o centro-sul argentino (Seymour, 1989). No entanto, por destruicdo antropica do
ambiente natural, sua ocorréncia foi limitada a menos da metade da area antes ocupada e,
além disso, a distribuicdo das populacdes remanescentes se encontra altamente
fragmentada (Sanderson et al. 2002). A estrutura genética inferida para a espécie indica
que até recentemente houve conectividade ao longo de toda a sua distribuicdo (Eizirik et
al. 2001). Entretanto, esta conectividade hoje se encontra severamente comprometida pelo
processo de fragmentacéo das paisagens naturais, o qual ja afetou de forma detectavel a
diversidade e estruturacdo genética em nivel local (Haag et al. 2010; Srbek-Araujo et al.,
2018).
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Fig. 1. Distribuicdo atual da on¢a-pintada (Panthera onca). Fonte: Panthera onca. The
IUCN Red List of Threatened Species (2018 errata version).

Mesmo tendo perdido cerca de 54% de sua area de distribuicdo original, a espécie
ainda ocorre do sul estadunidense até o norte argentino (Fig. 1). A onga-pintada consegue
habitar diferentes biomas brasileiros, com variadas composi¢cdes de biota, desde os
ambientes mais abertos do Cerrado as florestas densas da Mata Atlantica e Amazodnia,
além do semiarido da Caatinga e dos alagados sazonais do Pantanal. Segundo a IUCN, a
espécie se encontra “quase ameagada” (IUCN, 2016), mas deve-se ter em mente que iSso
€ baseado na espécie como um todo, e estd desconsiderando locais onde ela esta
localmente extinta ou criticamente ameacada de extincdo, como a Mata Atlantica
(Sanderson et al. 2002; Paviolo et al., 2011, 2016). Enquanto subpopula¢cdes como a
amazonica estdo ainda em estado de conservacdo bom ou razoavel devido a sua extensa
area (Caso et al. 2008), outras estédo extremamente fragmentadas, como as subpopulacdes
da Mata Atlantica (Sanderson et al. 2002). Nesse sentido, € importante que os diferentes
biomas e suas populagdes de onca-pintada sejam considerados separadamente em
analises de viabilidade e avaliacdes de estado de conservacgao.
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A maior ameaca a conservacao da onca-pintada € a devastacdo das areas
conservadas remanescentes para implantacdo de atividades agropecuarias e a retaliacao
por eventos de predacado de gado, além da caca ilegal (Paviolo et al., 2016; Zeilhofer et al.,
2014). A perda de &reas viaveis para a ocorréncia de uma espécie pode acabar por confinar
os individuos a fragmentos da &area da distribui¢céo original. Isso pode induzir ou intensificar
0s processos de deriva genética e endocruzamento. A oncga pintada, como um grande felino
e predador de topo, € um grande sinalizador da perda de habitat e sua destruicdo, uma vez
gue, para sua ocorréncia ser sustentada, uma grande area preservada é necessaria (Haag
et al. 2010). Muitas populacdes tendem a se reduzir em tamanho e ficar cada vez mais
isoladas, 0 que por sua vez as torna suscetiveis a processos estocasticos como a deriva
genética, bem como ao endocruzamento, uma vez que eventos de reproducdo entre
parentes sdo muito mais comuns em populac¢des pequenas (Eizirik et al. 2008).

Ao longo dos Ultimos anos, as tecnologias moleculares sofreram dramatico
melhoramento e barateamento de seus custos, possibilitando uma transicdo de estudos
baseados em marcadores tradicionais (como microssatélites e sequéncias de DNA
mitocondrial [mMtDNA]) para aqueles que empregam marcadores em escala genémica, como
a genotipagem de polimorfismos de nucleotideo Unico (single nucleotide polymorphisms
[SNPs]), sequenciamento de exomas e por fim sequenciamento de genomas completos
(whole genome sequencing [WGS]) (Goodwin et al., 2016).

Da mesma forma, nossa compreensdo sobre o estado de conservacdo dos
organismos e de como se comportam as populacdes ao longo do tempo também se ampliou
ao longo do processo de producdo do conhecimento com base em métodos moleculares.
No caso da onca-pintada, observa-se uma expansdo do conhecimento genético sobre a
espécie, desde o trabalho inicial utilizando mtDNA e microssatélites (Eizirik et al. 2001),
seguido por trabalhos empregando microssatélites em escala regional (p.ex. Haag et al.
2010), até um conjunto recente de estudos que analisou dados gendmicos (incluindo
sequenciamento de exomas e WGS) para abordar sua histéria evolutiva, diversidade
genética e estrutura populacional (Lorenzana et al. 2022, 2024).

A partir do conjunto de dados de WGS analisado por Lorenzana (2019), pode-se
expandir a amostragem de genomas para investigar a diversidade genética, histéria
populacional e atual estado da conservacdo da oncga-pintada em biomas brasileiros,
ajudando a interpretar seus padrdes histéricos e atuais de fluxo génico, incluindo uma
avaliacao dos impactos recentes do processo de fragmentacao dos seus habitats. De forma
similar, Saremi et al. (2019) obtiveram importantes insights sobre a histéria recente de
populacdes de puma (Puma concolor) intensamente isoladas por agcdo antropica, bem como
os resultados gendémicos da miscigenacdo de uma dessas populagdes com pumas de
outras areas. Tais processos se assemelham ao que esta ocorrendo com algumas das
subpopulacdes de oncas-pintadas, como a da Mata Atlantica brasileira (p.ex. de la Torre et
al., 2018; Haag et al., 2010), para as quais intervencdes de manejo como translocacoes e
reproducao assistida ja estdo sendo discutidas (Srbek-Araujo et al., 2018). Neste contexto,
€ de suma importancia conhecer as caracteristicas gendmicas de populacdes
fragmentadas, comparando-as a outras que ainda sdo maiores e mais continuas (como as
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da Amazoénia e do Pantanal), de forma a embasar de forma mais aprofundada acdes para
sua conservacao e manejo.

A onga-pintada em Biomas Brasileiros

Cerrado

O Cerrado brasileiro € um bioma de vasta extenséo, cobrindo mais de 2 milhdes de
km?2 e possuindo uma grande variedade de ambientes e composi¢cdes de fauna e flora:
savanas, o “cerradao” (que é uma formagao florestal), campos abertos, campos rupestres
e florestas de galeria (Klein, 2000).

"

nd
:
©
€

~ ~0 - -

Fig 2. Ocorréncia restante de oncas pintadas no Cerrado brasileiro (poligono
vermelho) com pontos de ocorréncia registrados (quadrados amarelos). Fonte:
MORAES Jr., 2012.

Segundo Moraes Jr. (2012), a subpopulacdo do Cerrado (Fig. 2) encontra-se
ameacada devido a perda de mais de 50% de sua area original de ocorréncia,
majoritariamente convertida em campos para 0 agronegocio nos ultimos 25 anos. Seu
levantamento sugere que restem menos de 250 individuos adultos (0,67 individuos adultos
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por 100 km?) nessa subpopulacdo de onca-pintada. O autor adota uma postura mais
conservadora, apontando a possivel existéncia de aproximadamente 323 individuos adultos
em todo o Cerrado, projetando um declinio ainda maior nos proximos 25 anos. Além disso,
essa subpopulacdo de oncas-pintadas sofre 0os mesmos problemas ambientais
anteriormente citados, com o adicional de perda de habitat para implantacdo de mineracao
e instalacdo de usinas hidroelétricas.

Mata Atlantica

Na Mata Atlantica, a onca-pintada se encontra criticamente ameacada, reduzida a uma
pequena parte da populagéo original, com as estimativas mais drasticas indicando entre
87% e 90% de reducao do tamanho e area de ocorréncia originais (Fig. 3). O bioma em si
foi severamente degradado por desflorestamento desde a colonizacdo até as ultimas
décadas, restando apenas cerca de 12% da cobertura original, severamente fragmentada
e ameacada constantemente pela expansao da urbanizacao e outras atividades antropicas
(INPE & Fundagdo SOS Mata Atlantica, 2008; Di Bitetti et al., 2003).
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Fig 3. Distribuicdo histoérica, atual, potencial e habitat ndo ocupado de P. onca no
bioma Mata Atlantica. Fonte: Paviolo et al. 2016.
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O bioma compreende uma enorme variedade de ambientes: floresta ombrofila
densa, floresta ombrofila aberta, floresta ombrofila mista, floresta estacional decidual,
floresta estacional semidecidual, mangues, restingas e campos de altitude. As ameacgas a
onga-pintada no bioma s&o essencialmente as mesmas que nos outros: caca, perda da
base alimentar, perda de areas habitaveis para a agricultura e urbanizacédo, e ainda ha o
adicional de existir uma fragmentacdo severa ja documentada (de la Torre et al., 2018;
Beisiegel et al., 2012), levando a reducéo da diversidade genética presente nas populacdes
remanescentes (Haag et al., 2010; Srbek-Araujo et al., 2018).

Caatinga

A Caatinga é um bioma de caracteristica semi-arida, exclusivamente brasileiro,
composto por vegetacdo xerdfila que se encontra em severo estado de degradacao de
origem antrépica, com até 70% da sua cobertura original de 844.453 km? tendo sido ja
alterados por acdes humanas. Apenas 7% esta protegida por areas de conservacgao, sendo
gue menos de 1% corresponde a areas de protecao integral (MMA, 2012). Dentro da sua
variedade de ambientes, podemos encontrar floresta ombréfila densa, floresta ombréfila
aberta, floresta estacional decidual, floresta estacional semidecidual e savana (IBGE,
2012).

f Jaguar Distribution - Caatinga
(] Caatinga
Jaguar distribution range

Caatinga limit

Fig 4. Ocorréncia restante de oncas pintadas na Caatinga (poligono laranja) com
pontos de ocorréncia registrados. Fonte: DE PAULA (2012).
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A oncga-pintada encontra-se criticamente ameacada nesse bioma, com menos de
250 individuos em idade reprodutiva, que se distribuem ao longo de aproximadamente 21%
da Caatinga (Fig. 4). A estimativa € uma média de 0,3 ind/100 km?, o que é uma densidade
populacional baixa. Semelhantemente aos outros biomas, a onga-pintada enfrenta
ameacas como caca, perda de habitat por desflorestamento, perda de habitat por
modificagdes antropogénicas no ambiente e perda de sua base alimentar (de Paula et al.,
2012).

Variabilidade Genética e Endocruzamento

No contexto da conservacao de espécies ameacadas, € fundamental caracterizar
padrbes de variabilidade genética das popula¢gBes remanescentes, incluindo inferéncias
sobre processos histéricos e atuais que levem a uma reducéo da diversidade. Este tipo de
investigacdo, conduzida desde os anos 1980 no ambito da Genética da Conservacao, vem
sendo gradualmente realizado em escala genémica, dando origem a area da Gendémica da
Conservacao.

No ambito da Genbmica da Conservacdo, varias novas questbes podem ser
abordadas, desde analises refinadas de estruturacéo populacional e histéria demogréfica,
até a identificacdo de genes envolvidos em processos adaptativos ou predisponentes a
depressao por endocruzamento. Apesar do enorme potencial das analises genémicas no
contexto da conservacdo da biodiversidade, a sua incorporacdo no embasamento da
definicao de status de ameaca ou no planejamento de estratégias conservacionistas é ainda
incipiente (Briniche-Olsen et al., 2018). Neste sentido, é importante caracterizar aspectos
gendbmicos de populacdes com diferentes niveis de ameaca, em uma mesma espécie, a
fim de iniciar sua incorporacdo na concepcao e desenvolvimento destas iniciativas.

Neste contexto, um aspecto gendmico que apresenta um potencial relevante é o
estudo de Runs of Homozygosity (ROH). Estes sdo segmentos gendmicos ininterruptos de
genadtipos homozigotos de SNPs, implicando que ali existem haplétipos idénticos herdados
de ambos os pais do individuo. ROH longas sé@o geralmente herdadas de eventos recentes
de endocruzamento, enquanto ROH menores geralmente sdo herdadas de ancestrais mais
distantes. ROH pequenas nem sempre sdo fruto de autozigose quando sua principal
caracteristica € o Desequilibrio de Ligacéo (LD). Ha4 casos em que o0 cruzamento de
individuos distantemente relacionados pode resultar no surgimento destes blocos
(Bruiniche-Olsen et al., 2018; Ceballos et al., 2018; Kardos et al., 2017). Desta forma, o
tamanho das ROH e sua quantidade é dependente do histérico da populacdo em analise:
ROH mais longas surgem em populagbes com forte endogamia devido ao efeito de
“‘inbreeding loops”, enquanto ROH mais curtas tendem a estar presentes nos genomas de
populag¢des que sofreram “efeito de gargalo-de-garrafa” (Ceballos et al., 2018).
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Assim sendo, a presenca de ROH, especialmente quando longas, é um indicativo de
uma provavel relacdo de consanguinidade entre os progenitores do individuo em analise.
Esse tipo de cruzamento com organismos geneticamente muito parecidos, que
compartilham um ancestral comum h& poucas geragdes, implica que ambos 0s progenitores
contribuirdo com um mesmo haplétipo, ou seja, reduzirdo a heterozigosidade de sua cria e
poderdo formar ROH. Ao contrario, populacdes miscigenadas, ou seja, que possuem
ancestrais comuns mais distantes ou distintos, apresentam um menor nimero de ROH (e
ROH mais curtas) do que seus progenitores (Ceballos et al., 2018; Kardos et al., 2017).

De forma geral, se prevé que a quantidade e tamanho das ROH em individuos
amostrados em uma populacéo seja dependente de seu tamanho efetivo, ou seja, quanto
menor o tamanho efetivo populacional, maiores e mais numerosas tendem a ser as ROH
devido aos eventos de endogamia recentes (Ceballos et al., 2018; Kardos et al., 2017).
Além disso, a andlise de ROH pode permitir uma inferéncia mais detalhada de processos
demograficos atuais vs. antigos que geram variacdo em diversidade em uma populacao,
auxiliando na compreensédo de sua relevancia para a persisténcia da mesma em longo
prazo.

As ROH podem ser classificadas em dois tipos béasicos: identical-by-descent (IBD) e
identical-by-state (IBS). Todas as ROH que séo IBD sdo também necessariamente IBS,
mas o contrario ndo € necessariamente aplicavel. ROH que séo IBD geralmente surgem
em funcao, de forma geral, de um processo de endocruzamento, enquanto as ROH IBS
podem surgir por processos variados de dinamica populacional mais antiga, como descrito
acima (Bruniche-Olsen et al., 2018). Um outro ponto interessante é que, quando diferentes
individuos de uma mesma populacdo (ou populacdes de uma mesma espécie) sao
comparados, pode-se avaliar se eles possuem as mesmas ROH, que seriam entdo IBS ou
mesmo IBD entre individuos. Isso € um aspecto bastante relevante no contexto de
incorporacao deste tipo de informacgéo em estratégias de conservacgéao, pois indica o quanto
individuos diferentes apresentam homozigose nos mesmos segmentos genémicos, e de
gue forma a reproducdo entre os mesmos poderia atenuar processos de endocruzamento
antropogénicos.

Desta forma, se ressalta a necessidade de caracterizar a magnitude e distribuicéo
de ROH em populacdes de espécies ameacadas que apresentem diferentes historias
demograficas e graus de isolamento antrépico. Tendo em vista a literatura recente, se prevé
gue este tipo de abordagem apresente grande potencial para contribuir de forma relevante
para o delineamento de estratégias mais realistas de conservacao para estes taxons.



18

OBJETIVOS

Objetivo geral

Investigar os niveis de diversidade gendmica de populacdes brasileiras de onc¢a-pintada
(Panthera onca), com foco principal na caracterizacdo da distribuicdo de Runs of
Homozygosity (ROH) ao longo do genoma. Com base nesses dados e sua relagdo com
informacdes ecoldgicas sobre as mesmas populagdes, contribuir para o aprimoramento de
estratégias para a conservagao dessa espéecie.

Objetivos Especificos

e Gerar sequéncias de genomas completos de multiplos individuos de oncga-pintada,
amostrados em biomas brasileiros, com prioridade para Cerrado, Caatinga e Mata
Atlantica;

e Caracterizar a prevaléncia e padrao de comprimento de blocos homozigotos (Runs
of Homozygosity, ROH) presentes nos genomas analisados;

e Caracterizar os niveis de diferenciacdo genbmica entre as populacdes de onca-
pintada presentes nestes biomas, e o impacto da presenca de alta homozigosidade
nestes padrdes de diferenciacéo espacial;

e Utilizar os padrdes de ROH observados para inferir a historia demogréfica das
populacbes investigadas, incluindo a deteccdo de assinaturas de declinio
populacional recente e de endocruzamento.
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MATERIAL E METODOS

Geracao dos dados gendémicos

A partir de amostras de DNA gendmico disponiveis no Laboratério de Biologia
Gendmica e Molecular da PUCRS, genomas completos de dez individuos foram
sequenciados utilizando a plataforma Illumina HiSegX, com cobertura minima de 10x pés-
mapeamento (ver abaixo), utilizando servico de empresa terceirizada. Os individuos
amostrados séo provenientes da Amazonia (n=4), Pantanal (n=2), Cerrado (n=3), Caatinga
(n=3) e Mata Atlantica (n=8) (Figura 5). Optamos por avaliar a Mata Atlantica de forma sub-
categorizada, dividindo-a em Mata Atlantica de Interior (n=5) e Mata Atlantica Costeira (n=3)
devido ao alto grau de fragmentacdo em que o bioma se encontra. Os dez genomas
completos sequenciados neste estudo foram analisados em conjunto com dez genomas de
onga-pintada reportados previamente por nosso grupo de pesquisa (Lorenzana et al. 2022),
gerando um conjunto de dados abrangente com relacdo as popula¢des de onca-pintada
remanescentes em biomas brasileiros (Figura 5).

Todos os 20 genomas analisados neste estudo foram mapeados contra a referéncia
disponivel no repositério publico DNAZoo (DNA https://www.dnazoo.org/), a qual for gerada
utilizando os métodos descritos por Clavijo et al. (2017) e Dudchenko et al., (2018). A
montagem genémica do DNAZoo foi escolhida por sua contiguidade. Devido ao fato dos
scaffolds serem em nivel cromossdmico, acreditamos que ela seja a melhor escolha para
a montagem dos novos genomas. Foram selecionados os dezoito primeiros scaffolds, que
corresponderiam a basicamente todo o genoma, tendo em vista que a espécie possui 18
cromossomos (0os demais correspondem a fragmentos ndo incorporados aos scaffolds
principais).

O mapeamento das reads gendmicas contra essa referéncia foi realizado utilizando
o pipeline “Paleomix”, descrito por Schubert et al. (2014). Regides de baixa qualidade foram
removidas, assim como os adaptadores. O pacote BWA mem foi empregado para o
mapeamento, cuja qualidade foi avaliada através do software MultiQC (Ewels et al. 2016).

Para avaliar a congruéncia entre os resultados obtidos por Lorenzana et al. (2022),
gue utilizaram o genoma de referéncia gerado por Figueir6 et al. (2017), e os dados deste
estudo, realizamos andlises comparativas de diversidade dos dez genomas reportados
naquele artigo com base nas duas referéncias. Especificamente, estimamos a
heterozigosidade média ao longo do genoma, em fragmentos ndo-sobrepostos de 200kb,
utilizando o script reportado por Ramirez et al. (2022). Com isso, almejamos avaliar se 0
uso de referéncias gendmicas distintas afeta os padrdes de diversidade observados.
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Fig. 5. Localizacdo geografica das amostras analisadas neste estudo. As estrelas
vermelhas indicam genomas reportados no estudo de Lorenzana et al. (2022). As
estrelas azuis indicam genomas sequenciados neste estudo.

N

Analises dos dados

O processo de identificacdo de SNPs (SNP calling) foi realizado com o pacote
ANGSD (Korneliussen et al. 2014), utilizando genotype likelihoods. Outras andlises dos
dados foram também realizadas com o mesmo pacote, incluindo uma Analise de
Componentes Principais (Principal Component Analysis, PCA), a qual empregou
especificamente o programa PCA-ANGSD, sendo seus resultados posteriormente plotados
com o software R Studio (R Core Team, 2021). Esta analise teve como objetivo especifico
avaliar a estruturagcdo genética geral das amostras analisadas, e particularmente a
diferenciacdo de individuos que apresentassem altos niveis de homozigose em seus
genomas (ver abaixo).
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O foco principal deste estudo foi a caracterizacdo de blocos homozigotos (Runs of
Homozygosity, ROH) presentes nos genomas analisados. Isso foi realizado com o software
ROHan (Renaud et al. 2019). ROHan nao requer a utilizacdo de arquivos .vcf, sendo
executado diretamente a partir dos arquivos .bam, gerados no mapeamento gendmico
descrito acima. ApoOs rodadas preliminares para a testagem dos parametros do ROHan,
optamos pela utilizagdo do parametro rohmu = 1-%, que modela os padrées de variagéo na
heterozigosidade local ao longo do genoma. As analises destes blocos tiveram como
objetivo estimar sua prevaléncia ao longo do genoma de cada individuo, bem como estimar
o tamanho dos blocos em cada genoma, o que fornece informacdes sobre a histéria de
endocruzamento em cada amostra.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dez novos genomas sequenciados no ambito deste projeto apresentaram boa
gualidade e métricas de mapeamento do mesmo nivel dos genomas previamente
reportados por Lorenzana et al. (2022). A fim de avaliar o efeito do genoma-referéncia em
analises de diversidade e endocruzamento em ongas-pintadas, comparamos métricas de
heterozigosidade obtidas por Lorenzana et al. (2022), com base na referéncia reportada por
Figueir6d et al. (2017), com aquelas obtidas neste estudo empregando a referéncia do
DNAZoo. Os resultados foram muito semelhantes, como ilustra a analise de
heterozigosidade média ao longo do genoma (Fig. 6).

Ao comparar a heterozigosidade estimada com base nas duas referéncias, para os
10 individuos analisados por Lorenzana et al. (2022), observamos um leve incremento em
heterozigosidade quando a referéncia do DNAZoo foi utilizada, o que pode se dever a maior
contiguidade desta montagem, viabilizando maior eficiéncia de mapeamento e maior
recuperacao de regides variaveis do genoma.

Ao mesmo tempo, esta suave diferenca nao foi significativa (vide sobreposicéo de
estimativas na Fig. 6), indicando baixo impacto da montagem de referéncia sobre esta
métrica de diversidade. Assim, pode-se constatar que os padrdes de variacdo de
diversidade observados entre os individuos analisados por Lorenzana et al. (2022) foram
0S mesmos reportados naquele estudo, com heterozigosidade mais baixa nas amostras
bPon052 e bPon395, ambos da Mata Atlantica de Interior.

Um ponto relevante € que o estudo de Lorenzana et al. (2022) néo incluiu amostras
da Mata Atlantica costeira, inviabilizando comparacdes de diversidade que incluissem esta
regido altamente fragmentada. Neste estudo, sequenciamos trés genomas desta area
(Tabela 1, Fig. 5), o que permite uma comparacdo de seus niveis de diversidade com
aqueles observados em outras regides. A comparacdo inicial dos niveis de
heterozigosidade, incluindo dois desses individuos (bPon444 e LegadoSP), ja forneceu
indicacdes de que a diversidade genética nesta area poderia ser ainda menor do que o
registrado previamente para amostras da Mata Atlantica de Interior (ver Fig. 6). Este
resultado salientou a necessidade de andlises mais aprofundadas, focadas nos padrbes de
homozigose gendémica, comparando os individuos amostrados nessa regido com aqueles
de outros biomas brasileiros.
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Fig. 6. Heterozigosidade média, estimada ao longo do genoma (a partir de fragmentos
nao sobrepostos de 200kb), dos 10 individuos reportados por Lorenzana et al. (2022),
guando mapeados contra o genoma-referéncia do individuo bPon309, reportado por
Figueiro et al. (2017), e contra o genoma-referéncia disponibilizado pela iniciativa
DNAZoo (Clavijo et al. 2017). A barra central indica a mediana, o boxplot indica um
guartil em cada direcéo, e a linha vertical indica a variancia de cada estimativa. Para
fins de comparacéao, no lado direito encontram-se as mesmas estimativas para dois
dos individuos sequenciados no presente estudo (bPon444 e ‘LegadoSP’), ambos da
Mata Atlantica costeira, e montados contra a referéncia do DNAZoo.

A seguir, realizamos andlises detalhadas dos blocos homozigotos (Runs of
Homozygosity, ROHSs) presentes nos 20 genomas analisados. De fato, observamos que 0s
maiores niveis regionais de homozigosidade foram detectados na Mata Atlantica,
especialmente em sua regido costeira (Tabela 1, Fig. 7). Em particular, o individuo
denominado ‘LegadoSP’, proveniente dessa area, apresentou a maior extensdo cumulativa
do genoma (44,8%) localizada em ROHs. A regido de Mata Atlantica de Interior também
apresentou consideravel prevaléncia de segmentos gendmicos homozigotos, ainda que de
forma mais variavel entre seus individuos amostrados (ver abaixo).
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Tabela 1. Caracterizacdo da presenca e distribuicdo por tamanho de blocos
homozigotos (Runs of Homozygosity, ROH), bem como porcentagem geral do
genoma ocupada por estes blocos, em individuos de onca-pintada amostrados em
diferentes biomas brasileiros.

Bioma Individuo Tamanho do ROH % do
Genoma em
1-5 Mb 6-10 Mb > 10 Mb Total ROH
Amazobnia
bPon404 1.80E+07 7.00E+06 1.43E+08 1.68E+08 8.25
bPon378 1.20E+07 6.00E+06 9.50E+07 1.13E+08 5.56
bPon515* 4.50E+07 2.30E+07 6.90E+08 7.58E+08 37.56
bPon213* 2.20E+07 0.00E+00 3.50E+07 5.70E+07 2.80
Pantanal
bPon462 2.00E+07 0.00E+00 3.50E+07 5.50E+07 2.71
bPon342 3.20E+07 2.70E+07 2.25E+08 2.84E+08 13.96
Cerrado
bPon411 4.00E+07 4.50E+07 1.35E+08 2.20E+08 10.88
bPon425* 3.70E+07 4.60E+07 1.38E+08 2.21E+08 10.89
bPon442* 5.00E+07 4.80E+07 2.05E+08 3.03E+08 14.98
Caatinga
bPon460 5.00E+07 4.90E+07 1.33E+08 2.32E+08 11.47
bPon482* 4.10E+07 3.40E+07 1.26E+08 2.01E+08 9.26
bPon497* 8.80E+07 2.80E+07 1.93E+08 3.09E+08 15.33
Mata Atlantica
Interior bPon017 1.70E+07 6.00E+06 7.40E+07 9.70E+07 4.77
bPon048 1.30E+07 2.60E+07 7.90E+07 1.18E+08 5.82
bPon052 6.00E+07 3.90E+07 3.89E+08 4.88E+08 24.15
bPon395 2.50E+07 8.70E+07 4.28E+08 5.40E+08 27.00
bPon514* 7.00E+07 4.70E+07 1.78E+08 2.95E+08 14.60
Costeira bPon444* 6.20E+07 1.02E+08 4.92E+08 6.56E+08 32.92
LegadoSP*  8.20E+07 9.10E+07 7.13E+08 8.86E+08 44.84
bPon392* 5.30E+07 8.00E+07 5.28E+08 6.61E+08 33.08

* Genomas sequenciados neste estudo.
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Fig. 7. Porcentagem de cada genoma encontrada em blocos homozigotos (ROHSs). Os
individuos analisados estdo apresentados de acordo com o0s respectivos biomas.

Individuos do Cerrado e da Caatinga apresentam porcentagens moderadas de seus
genomas em blocos homozigotos, chegando ao maximo de 15,3% do genoma da amostra
bPon497 (Caatinga). Com excecdo do individuo bPon515, a Amazonia demonstrou as
menores prevaléncias de blocos homozigotos. O individuo bPon515 apresentou um padréao
muito atipico, com uma propor¢ao muito alta (37.56%) de seu genoma em homozigose. Isto
indica uma histéria genealdgica desse individuo contendo extenso endocruzamento, o que
contrasta com o observado nos demais animais amostrados na Amazénia. Uma hipotese
gue pode explicar este resultado € que o intenso desmatamento sofrido pela regido em que
esse individuo foi amostrado (leste do Para, no ‘Arco do Desmatamento’ - ver Fig. 5) tenha
gerado uma populagéo local ja isolada geneticamente, o que induziu a ocorréncia de
endocruzamento entre 0s animais remanescentes.

A fim de explorar de forma mais aprofundada esta hipétese, bem como analisar os
padrdes de homozigosidade nas demais amostras, € relevante investigar a prevaléncia de
ROHSs de diferentes comprimentos, que refletem diferencas na histéria de endocruzamento
de cada individuo. ROHs mais curtas indicam episédios mais antigos de endocruzamento,
usualmente atribuidos a uma histéria de pequeno tamanho populacional e/ou episédios
sucessivos de ‘efeitos gargalo-de-garrafa’, enquanto ROH muito longas indicam episddios
recentes de endocruzamento (Ceballos et al., 2018). Os resultados desta analise (Fig. 8)
indicaram padrfes muito interessantes, que serdo detalhados a seguir.
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Fig. 8. Distribuicdo do somatério das janelas de homozigose de diferentes tamanhos
em cada amostra analisada. Em amarelo esta destacado o somatorio do genoma em
ROH de 1 a5 Mb, azul, de 6 a 10 Mb e em vermelho, acima de 10 Mb.

Em primeiro lugar, pode-se destacar o individuo amaz6nico bPon515, cuja altissima
prevaléncia de ROHs muito longas (acima de 10 Mb) indica forte endocruzamento recente,
corroborando a hip6tese proposta acima de que isto pode se dever ao isolamento de uma
populagdo local no contexto do ‘Arco do Desmatamento’. Além disso, observa-se
consistente prevaléncia de ROHs muito longas nos trés individuos da Mata Atlantica
costeira (bPon392, bPon444 e ‘LegadoSP’), corroborando a hipotese de que esta
populacdo de oncas-pintadas estd sofrendo um processo intenso de endocruzamento
devido ao seu tamanho reduzido e ao completo isolamento desta regido em relacéo a outras
areas remanescentes da distribuicdo da espécie.

No caso da Mata Atlantica de Interior, observa-se variabilidade no perfil de ROHs
entre os individuos, mesmo no caso de amostras provenientes da mesma area. Por
exemplo, os individuos bPon048 e bPon052 provém do Parque Estadual Morro do Diabo,
SP, uma area isolada e jA demonstradamente afetada por perda de diversidade por deriva
genética e ocorréncia de endocruzamento (Haag et al., 2010; Lorenzana et al., 2022). Como
previamente reportado por Lorenzana et al. (2022) o individuo bPon052 apresenta forte
evidéncia de endocruzamento recente. Em contraste, o individuo bPon048, amostrado na
mesma época (fim dos anos 1990 e inicio dos anos 2000), ndo apresenta este padrao. Isto
indica que, naguele momento, aquela area se encontrava no inicio de seu processo de
intensificacdo do endocruzamento devido ao isolamento genético da area (o que corrobora
as inferéncias de Haag et al. 2010), de forma que os padrbes individuais ainda eram
bastante distintos. O mesmo pode ser observado na populagdo do Parque Nacional do
Iguagu, também nesta regido da Mata Atlantica de Interior. O individuo bPon395, ja
reportado por Lorenzana et al. (2022), apresenta alta prevaléncia de ROHs longas,
enquanto o individuo bPon514, sequenciado neste estudo e amostrado na mesma época
(anos 2010), apresenta prevaléncia moderada destes blocos homozigotos, em niveis
semelhantes ao observado em amostras da Caatinga, Cerrado e Pantanal. Isto indica que
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sera necessaria uma amostragem mais extensa de individuos destas areas para
compreender seus padrdes de homozigosidade gendmica. J& o individuo bPon017 provém
de uma populacao (‘Porto Primavera’) ja extinta, cuja analise genética indicou provavel
miscigenac¢do histérica com o Pantanal e Cerrado (Haag et al., 2010; Lorenzana et al.,
2022). Isto provavelmente contribui para a baixa prevaléncia de ROHs em seu genoma.

A fim de investigar a estruturacdo genética das amostras analisadas, bem como
possiveis efeitos da fragmentacdo antropogénica neste padrdo (devido aos efeitos da
deriva genética e endocruzamento em pequenas populagbes fragmentadas), realizamos
uma Analise de Componentes Principais (PCA). Observamos que todos os individuos de
onca-pintada provenientes de areas com baixos niveis de fragmentacdo (e com menor
porcentagem do genoma em ROHs) se agruparam de forma coesa, com baixa
diferenciacéo regional (Fig. 9). Por outro lado, os individuos de populacfes isoladas, com
alta prevaléncia de ROHSs, apresentaram um padréo completamente distinto. Os individuos
bPon392, bPon444 e ‘LegadoSP’, da Mata Atlantica costeira, formam um cluster muito
distante no PC1, indicando forte diferenciacdo genética desta populacédo. Da mesma forma,
os individuos bPon052 e bPon048, do Parque Estadual Morro do Diabo, SP, aparecem
distantes dos demais no PC2, sendo seguidos pelos individuos bPon395 e bPon514 (do
Parque Nacional do Iguacu), posicionados proximamente entre si, em um cluster préprio. O
individuo bPon515, da Amazobnia, mais uma vez se destaca dos demais, ficando
posicionado no extremo oposto do PC2 (Fig. 9). Estes resultados indicam fortemente que
a fragmentacao antropogénica de paisagens ja gerou efeitos marcantes na estruturacao
genética da onca-pintada, induzindo a formacé@o de clusters distintos com individuos
pertencentes a populacdes pequenas e isoladas.

PC1(9.3%) / PC2 (6.36%)

bPon052

bPon048
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Fig. 9. Analise de Componentes Principais (Principal Component Analysis, PCA)
gerada a partir de dados de genomas completos de 20 individuos de onca-pintada
amostrados em biomas brasileiros. Os pontos estdo coloridos de acordo com o
bioma de origem, conforme legenda interna.
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De forma geral, os resultados deste estudo contribuem para uma melhor
compreensao da diversidade genGmica da onga-pintada, ao analisar genomas completos
em numero duas vezes maior do que o reportado em nosso estudo anterior (Lorenzana et
al., 2022). Além do namero maior, neste estudo incluimos pela primeira vez amostras da
Mata Atlantica costeira, o que permitiu revelar os altos niveis de endocruzamento
ocorrentes nesta populagéo, e salientando a necessidade de a¢Bes de manejo genético
com foco nesta area. Por fim, o resultado obtido com o individuo bPon515, proveniente do
‘Arco do Desmatamento’ na Amazdnia, foi bastante surpreendente, indicando que altos
niveis de endocruzamento ja estdo sendo detectados nesta regido, o que provavelmente
se deve ao isolamento de pequenas populagdes remanescentes de onga-pintada em
fragmentos isolados de floresta. Amostras adicionais de individuos desta area serao
importantes para investigar de forma mais aprofundada esta hip6tese. Espera-se que, no
futuro, andlises deste tipo possam ser realizadas com um grande numero de individuos
amostrados em todas as populacbes remanescentes de onca-pintada, permitindo uma
compreensao mais completa do panorama de variabilidade gendmica nesta espécie. A
incorporacdo destas informacdes permitira o aprimoramento das estratégias de
conservacao e manejo com foco neste predador ameacado, visando a manutencéo de sua
viabilidade genética na natureza em longo prazo.
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