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RESUMO

Estudos sobre a fauna do Cerrado sdo importantes considerando a alta taxa de
destruicdo das suas paisagens naturais durante as ultimas décadas. Estudos com
marcadores moleculares se fazem importantes, pois auxiliam nas pesquisas que
pretendem acessar a variabilidade genética para fins de conservagdo. Entre as espécies
do Cerrado, Bothrops moojeni ¢ uma serpente que vem demonstrando grande
aplicabilidade na saude. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi caracterizar a
variabilidade genética de cinco populagdes de Caigaca (Bothrops moojeni Hoge, 1966) a
partir de marcadores RAPD (Random Amplified Polimorphyc DNA), bem como realizar
um levantamento cienciométrico da importancia da espécie para a 4rea da satde no sitio
“Institute for Scientific Information” (IS1), utilizando o método “GeneralSearch” com a
palavras chaves: serpentes, Bothrops e Bothrops moojeni. Os dados gerados com
marcadores RAPD foram utilizados para avaliar a magnitude e a distribuicdo da
variabilidade entre e dentro das populagdes por meio da Analise de Variancia Molecular
(AMOVA). A fim de se avaliar os padrdes de variagdo espacial, foi estimado o
coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre a matriz de distdncias genéticas e
geograficas entre as populagdes. Com base nos cinco primers foram obtidos 59 locos,
dos quais 81% (48) foram polimérficos, variando entre 35% e 69% nas populacdes. O
valor do ¢st obtido pela AMOVA foi igual a 0,13 (P < 0,0001 - 10000 permutagdes).
Foi possivel observar que as populacdes de Caigaca estudadas apresentam baixos niveis
de variabilidade genética (He = 0,19) para os locos RAPD estudados, sendo que a maior
parte da variacao encontra-se “dentro” das populacdes, o que poderia indicar que ja esta
ocorrendo uma reducdo na taxa de fluxo génico entre as populagdes. Considerando a
escala geografica em estudo (maior distancia igual a 851,83 km), populagdes que estao
proximas geograficamente apresentam uma considerdvel divergéncia genética e a
variabilidade genética ndo se encontra estruturada espacialmente. No que diz respeito a
cienciometria, nas palavras-chave “serpente”, “Bothrops” e “Bothrops moojeni” a
maioria dos estudos foi sobre zoologia (51%), Farmacologia & Farmacia (32%) e
Bioquimica e Biologia Molecular (23%), ndo existindo nenhum trabalho publicado, até
a presente data, que avalie a variabilidade genética desta espécie. Deve-se proceder com
uma andlise mais sistematica e de maior magnitude para avaliar a variabilidade genética
desta espécie que além de sua importancia para a conservagao € uma espécie de muito

interesse para a area de saude.

Palavras-chave: RAPD, Serpentes, Variabilidade genética, Genética da Conservagao,
Bothrops moojeni.
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ABSTRACT

Studies that concern Cerrado (Brazilian’s Savannah) fauna are important as we consider
the elevated rate of destruction of its landscapes in the last decades. Bothrops moojeni is
one of the species of vipers that occur on the Cerrado area and its venom has shown
great applicability in health. In the last years, molecular markers have helped in
researches that aim to assess the genetic variability. In the present work, we perform the
characterization of 5 populations of Caigaca (Bothrops moojeni) using RAPD (Random
Amplified Polimorphyc DNA) markers and also used a scienciometric approach to
highlight the importance of this species in health in the site “Institute for Scientific
Information” (ISI), using the method “General Search’ with the key words: “serpente”,
“Bothrops” and “Bothrops moojeni”. The obtained Data were used to estimate the
magnitude and distribution of variability within and among the groups using AMOVA.
Aiming to analyze the patterns of spatial variation patterns, Pearson relation coefficient
(r) was estimated between the matrixes of genetic distances and geographic among the
populations. With the 5 primers were obtained 59 loci, from which 81% (48) were
polymorphic, ranging between 35% and 69% in the groups. The value of f st obtained
with AMOVA was equal to 0,13 (P < 0,0001 - 10000 permutations). Thus, it was
possible to observe that Caicaca populations studied presented a low level of genetic
variability (He = 0,19) and most of the genetic variation is “within” the populations,
what might indicate that is already occurring a reduction of the rate of gene flow
between the populations. Considering the geographic area studied (lager distance was
equal to 851,83 km), populations that are geographically near presented a high level of
genetic diversity and the genetic variability is not spatially structured. The populations
of Bothrops moojeni studied presented low levels of Genetic diversity for the RAPD
loci evaluated. Genetic variability is not spatially structured. Concerning scienciometry
analyses, the following key-words: “serpente”, “Bothrops” and “Bothrops moojeni”
most of the studies concerning zoology (51%), Pharmacology and Pharmacy (32%) and
Biochemistry and Molecular Biology (23%), there was no paper published till the
present date, that aimed to evaluate genetic variability in this species, as well as in the
genus Bothrops. We recommend a wide-ranging study to evaluate genetic variability in
this species due to its importance to conservation of the ecosystem from which it belong
as well due to the great interest in health.

Key-words: RAPD, Vipers, Genetic Variability, Conservation Genetics, Bothrops
moojeni.



13
1. INTRODUCAO

Fenomenos como a industrializagao, urbanizagdo, crescimento da area de plantio
de monoculturas tem acelerado o processo de extingao de varias espécies do Cerrado.
Esses fenomenos t€ém levado a pronunciadas alteragdes e empobrecimento da paisagem
do Cerrado nas ultimas décadas (Galinkin, 2003). Como conseqiiéncia, muitos tipos de
habitats tem sido destruidos e fragmentados e muitas espécies tém desaparecido antes
mesmo que se tenha a chance de estuda-las (Klink & Machado, 2005). Entretanto,
apesar de todos esses fatos, ndo existem serpentes que ocorrem na regido Centro-Oeste
ou no Cerrado na Lista Brasileira Oficial de Répteis Ameacados de Extingao (IBAMA,
2003). Provavelmente este fato estd acontecendo ndo necessariamente porque nao
existem espécies de serpentes em risco ou vulneraveis a extingdo, mas sim pela escassez
de estudos realizados com as espécies nativas dos Cerrados.

A Caigaca (Bothrops moojeni) ¢ uma espécie de serpente que sofre com
alteracdo e fragmentagdo de habitat, assim como outros dos componentes da
Herpetofauna do Cerrado (Rodrigues, 2005). Essa ¢ uma espécie do género Bothrops
amplamente distribuida na regido centro-oeste do Brasil e em regides vizinhas da
Argentina e Paraguai (Nogueira et al., 2003). Ela ¢ bastante comum no Brasil e uma das
maiores responsaveis por acidentes ofidicos em algumas regides como Brasilia e
Triangulo Mineiro (Sebben et al., 1996; Silva et al., 2003). Apesar de ser uma espécie
com grande importdncia na area da saude, ndo existem estudos que caracterizem
variabilidade genética e divergéncia genética nesta espécie, bem como em nenhuma das
38 espécies do género Bothrops.

Tendo em vista os crescentes problemas ambientais que incidem sobre o
Cerrado, estudos voltados para a identificagdo da variabilidade genética de populagdes e
0s processos historicos que as afetaram ao longo do tempo sdo necessarios a fim de que

se conhega tamanho, estrutura e status genético de populagdes naturais. A estrutura
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genética de uma populagdo se refere ao grau de endogamia dentro e entre as

populagdes e a heterogeneidade na distribuicdo dos genotipos. Ja o status genético se
refere as tendéncias em abundancia e distribui¢do ao longo do tempo, como por
exemplo, identificacdo na populagdo da ocorréncia de gargalos, depressdo por
endogamia, perda da variabilidade genética. Esse tipo de informagdo, que pode ser
fornecida a parir de dados provenientes de marcadores moleculares, ¢ 1til para que se
estabelecam eficientes programas de conservagdo (Petit et al., 1998; Frankham et al.,
2004).

Do mesmo modo em que auxiliam o manejo das populagdes, estudos sobre o
grau de variagdo genética presente em populacdes naturais nos permitem compreender
mais a fundo os processos evolutivos em nivel intra-especifico, pois tornam possivel a
identificagdo das variacdes que podem estar ocorrendo dentro de uma espécie
(Sunnucks, 2000).

Uma das questdes importantes com respeito a efetividade ou relevancia do
manejo de populagdes € o grau no qual a espécie esta subdividida geneticamente (Petit
et al., 1998). Por isso, a andlise de populacdes usando técnicas de genética molecular €
necessaria para se conhecer relagdes genéticas entre individuos de locais conhecidos. O
conhecimento de padrdes de relagdes genéticas pode entdo ser associado a
caracteristicas ambientais para determinar se uma espécie com distribuicdo continua
exibe heterogeneidade genética (Frankham et al., 2004). A habilidade de discernimento
desses padrdes geograficos permite que se facam inferéncias sobre fluxo génico,
processos demograficos e persisténcia da populagdo ou espécie (Frankham et al., 2000).

Marcadores moleculares sdo eficientes e amplamente utilizados para a
caracterizagdo da estrutura e variabilidade genética de populagdes naturais (Sunnucks,
2000). No caso de serpentes venenosas, esses dados podem ser de grande importancia

médica por causa da composi¢do, atividade bioldgica e propriedades antigénicas de
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venenos que podem variar muito de acordo com a espécie de serpente. Como a

variacdo no veneno ¢ muitas vezes relacionada como um produto da evolucao neutra, a
utilizacao de dados provenientes de marcadores moleculares pode ser igualmente util
tanto para fins de conservagdo de espécies, quanto para caracterizacdo de veneno.
Inclusive, alguns estudos se referem a variacdo genética como uma das principais

origens da variagdo bioquimica de venenos (Nkinin et al., 1997; Creer et al. 2003).
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral realizar a caracterizacdo genética de
populagdes de Bothrops moojeni (Caigaca) que ocorrem na regiao Centro-Oeste, com o
intuito de subsidiar o estabelecimento de estratégias de manejo e conservagdo desta
espécie de viperideo que apresenta amplo interesse na area da satde. Para tanto
procurou-se atingir os seguintes objetivos especificos:

e Selecionar primers do marcador RAPD (Random Amplified Polimorphyc DNA) que
apresentem um numero satisfatorio de 16cos e um bom padrao de amplificagdo para
Bothrops moojeni;

e Avaliar a magnitude da variabilidade genética dentro e entre as populacdes de
Bothrops moojenti;

e Analisar a divergé€ncia genética entre as populagdes;

e Verificar se ha estruturagdo espacial da variabilidade genética existente;

e Realizar um levantamento cienciométrico dos estudos realizados com serpentes do
género Bothrops, especialmente da espécie Bothrops moojent;

e Descrever, a partir de dados da literatura, a importincia da espécie Bothrops

moojeni na area da saude.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Principais aspectos do bioma Cerrado

E cada vez mais evidente a importincia econdmica e ecoldgica do Cerrado, tanto
para a conservacao da paisagem natural do Brasil, quanto para a populacdo que dela
sobrevive. Este Bioma é composto por savanas, matas, campos ¢ matas de galeria, um
conjunto de ecossistemas que ocupa uma area correspondente a 21% do Brasil, fazendo
divisa com importantes formagdes vegetais (Pantanal, Amazodnia, Floresta Atlantica e
Caatinga) e ocorrendo nos seguintes estados: Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Tocantins, Piaui, Maranhdo, Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Bahia (Klink & Machado,
2005).

O Cerrado ¢ uma regido cujo clima tropical sub-imido ¢ estacional, com um
periodo chuvoso, que vai de outubro a margo, ¢ um periodo seco, de abril a setembro.
Mesmo sendo considerada uma regido quente, a média anual de temperatura (20,1°C) ¢
a segunda menor entre todos os Biomas brasileiros. Seus solos sdo acidos, com altas
concentragdes de aluminio, mas ¢ pobre em outros nutrientes (Ribeiro, 2002).

Apesar disso, esse Bioma nao foi poupado de ser explorado na agricultura, com
uma area de pastagens ¢ monoculturas ocupando 600.000 Km?. A fragmentagdo do
Cerrado Brasileiro (Figura 1) vem ocorrendo de forma macica e extensa, em 2002 s
restavam 45% da area original de 2 milhdes de Km? (Klink & Machado, 2005).
Entende-se por fragmentagdo a modificagdo de uma grande extensdo continua de
habitats, que passa a ser substituida por varias manchas menores, isoladas uma das
outras por uma matriz circundante (Chiarello, 1999).

O Cerrado ¢ muitas vezes designado como a “Savana Brasileira”, isso acontece
devido as similaridades de seus galhos tortos e arvores baixas com outros tipos de

vegetacio caracteristicas de regides como a Africa Central, o litoral da india e o Norte
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de Australia e América do Sul. Ele possui alta disponibilidade de 4gua e baixa de

nutrientes, possuindo uma grande importancia na dispersao hidrica no continente.
Fazendo uma comparacdo com outras savanas, verifica-se um quadro diferente na
Australia, onde observamos uma relagdo oposta entre disponibilidade de &agua e

nutrientes. Ja na Africa essa mesma relacdo € intermedidria (Ribeiro, 2002).

N

Figura 1. Mapa da degradacio do Cerrado. A) Area de distribuigdo
original do Cerrado e B) Principais remanescentes de vegetagao
do Cerrado (Adaptado de Machado et al., 2004).
A manuten¢do do Cerrado vem sendo constantemente ameacgada por altas taxas
de desmatamento que sdo superiores a de outros Biomas do Brasil, pela erosao dos solos

e a degradacdo dos diversos tipos de vegetacdo, causada pela introducdo de espécies

exoticas e poluicdo, tém contribuido para sua degradagdo. E também outra grande
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ameaca, o fogo, normalmente iniciado em areas vizinhas de pastagens, colaborando

para a situagdo atual de fragmentagao, apesar deste ser um Bioma bem adaptado ao fogo
(Klink & Machado, 2005).

Devido a relevante diversidade biologica e endemismo de espécies encontrada
no Cerrado, ele foi elevado a categoria de um dos 25 hotspots para a conservagao da
biodiversidade no mundo (Myers, ef al., 2000). Sendo o Cerrado Brasileiro considerado
a mais rica Savana do mundo em termos de flora e fauna com mais de 7.000 espécies e
havendo alto nivel de endemismo (Marris, 2005).

A atividade humana no Cerrado data de cerca de 11 mil anos, verificados no
registro geologico nas ossadas de populagdes que, provavelmente, viviam da caga e
coleta de espécies nativas. Atividades de exploragdo de minérios ocorrem desde os
séculos XVII e XVIII, sendo que a pecuaria tem no Cerrado uma tradi¢do de mais de 3
séculos. Mas foi a partir dos anos 70 que ele assumiu um papel de grande importancia
no cenario agricola nacional, onde uma agricultura mecanizada, de larga escala e alta
produtividade foi introduzida (Ribeiro, 2002). Do ponto de vista da conservagdo, o
Cerrado tem sido menosprezado ao longo das ultimas décadas (Marris, 2005). Este
Bioma foi excluido quando, na Constituicio de 1988, foram definidas as areas
brasileiras prioritarias para a conservagao, dando margem para sua exploracao extensiva
e indiscriminada (Felfili et al.,2002). Entretanto, a conservagdo do que resta deste
Bioma ¢é importante até mesmo para obter ganho de produtividade nas monoculturas
existentes, pois ao manter a diversidade da fauna e da flora do Cerrado, mantém-se
também os predadores das pragas que acometem a agricultura (Marques & Sazima,
2003).

As diversas espécies que compdem a fauna e a flora do Cerrado ainda sao pouco
estudadas. Os viperideos continuam pouco conhecidos, carente de estudos para fornecer

informagdes que cooperem para a melhor compreensdo de sua biologia (Marques &
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Sazima, 2003). Essas serpentes essenciais para a manutencao do equilibrio de seus

habitats e com uma crescente importancia na area da satide tém sofrido com a destruicao
do Cerrado, gerada pela antropizacdo com formagao de pastagens e lavouras, causando
uma importante diminui¢do das areas de ocorréncia destas espécies levando algumas ao
risco de extingdo (Rodrigues, 2005).

Assim, estudos que visem a caracterizagdo genética de espécies tdo pouco
conhecidas como as serpentes do Cerrado, t€ém papel de destaque, uma vez que,
fornecem informagdes uteis no entendimento da biologia destas espécies de crescente

interesse tanto para o equilibrio ecoldgico, quanto para a area da saude.

3.2. Genética de Populacdes e Conservacio da biodiversidade

A genética de populagdes se propde a descrever a maneira pela qual a freqliéncia
de alelos muda ao longo do tempo. Para estudar as mudancas nas freqii€ncias, analisam-
se populagdes ao invés de individuos. Como as alteragdes nas freqii€ncias génicas sdo o
ponto de partida para evolugdo e especiagdo, genética de populacdes e evolugdo sdo

frequentemente estudadas em conjunto (Futuyma, 1998).

A Genética da conservacdo ¢ a aplicagdo das teorias da genética para a
preservagdo das espécies como entidades dindmicas capazes de interagir com as
mudangas ambientais (Beebee & Rowe, 2004). A genética da conservagao se baseia em
muitos pressupostos tedricos da genética de populacdes, ecologia e genética
quantitativa. Ela engloba manejo genético de populagdes pequenas, solugcdo de
problemas taxondmicos, defini¢do de unidades de manejo de espécies ameacgadas, o uso
de analises de genética molecular em area forense e a compreensdao da biologia das
espécies (Avise, 1996; Primack &. Rodrigues, 2001; Reed & Frankham, 2003),

demonstrando, assim, a intima ligacao entre Genética da Conservagao e de populagdes.
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Até meados da década de 80 acreditava-se que fatores genéticos ndo tinham

uma grande influéncia no destino das populagdes ameacgadas. Pensava-se que flutuagdes
demograficas, ambientais, bem como a antropizac¢ao, causariam a extin¢gado muito antes
da deteriorizacdo genética se tornar uma grande ameaga as populagdes (Wayne, 2004).
Hoje, a no¢do da importidncia da conserva¢ao da diversidade genética ja estd bem
estabelecida. Percebemos isso ao observarmos que a World Conservation Union
(IUCN) considera a diversidade genética com uma das trés formas de biodiversidade
que necessitam e merecem serem preservadas (Beebee & Rowe, 2004).

Atualmente, j& existem provas tanto tedricas como experimentais que sustentam
a intima ligacdo entre mudangas genéticas em pequenas populacdes e sua possivel
extingdo. Um exemplo disso € a observacdo de que a perda de diversidade genética
aumenta a suscetibilidade das populagdes a extingdo. Também o fato de que populacdes
cativas que foram deliberadamente manipuladas de forma a se tornarem endogamicas,
entraram em processo de extingdo. Isso torna claro a evidéncia de que a perda da
variabilidade genética aumenta a suscetibilidade das populagdes a extingdo (Avise &
Hamrick, 1996; Fahring, 2003; Spielman et al., 2004; Ewers, 2005).

Uma maneira de expressar a variabilidade ¢ analisar dados genéticos e expressar
os dados em termos de freqiiéncias génicas (ou alélicas). O conjunto de todas as
freqliéncias alélicas, para todos os locos que sdo analisados numa populagdo especifica
pode ser considerado uma caracterizagdo daquela populagdo. Qualquer populacio pode
ter uma ampla gama de freqiiéncias alélicas para cada um dos locos que estdo sendo
considerados. Além disso, duas populacdes ndo t€ém necessariamente 0 mesmo conjunto
de freqiiéncias, ainda que eles sejam da mesma espécie (Gillespie, 1998).

Desta forma, o teorema de Hardy-Weinberg propde: “Em uma populacao
infinitamente grande, em que 0s cruzamentos ocorrem ao acaso ¢ sobre o qual ndo ha

atuacdo de fatores evolutivos, as freqiiéncias génicas e genotipicas permanecem
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constantes ao longo das geragdes” (Beiguelman, 2006). A distribuigdo de gendtipos ¢

expressa pela equacio p° + 2pq + q> = 1, que representa o desdobramento do seguinte
binémio (p + q)° onde, p representa freqiiéncia do alelo dominante e q representa a
freqiiéncia do alelo recessivo. Portanto, p® representa a freqiiéncia do gendtipo
homozigoto dominante, 2pq representa a freqiiéncia do genétipo heterozigoto e g
representa a freqii€ncia do genotipo homozigoto recessivo (Beiguelman, 2006). Este
teorema, entdo, s6 ¢ valido para populacdes que sejam infinitamente grandes, com
cruzamentos ao acaso, isentas de fatores evolutivos, tais como, mutacao, selecdo natural
e fluxo génico. Quando encontramos uma populagdo que estd de acordo com essas
premissas, dizemos que ela se encontra em equilibrio genético (Frankham et al., 2003).

Dentre os fatores evolutivos podemos considerar as mutagdes, onde diferentes
locos podem surgir por mutagdes ao acaso, um gene mutante que determine maior
viabilidade dos individuos vai aumentar a sua freqiiéncia no conjunto génico da
populacdo; 1) selecdo natural: nas populagdes os diferentes genotipos ndo t€ém a mesma
viabilidade, a eliminagdo ou redu¢do dos genotipos menos viaveis provoca alteragcao nas
freqliéncias génicas de uma geracdo a outra; 2) fluxo génico: movimentos migratorios
introduzem ou retiram alelos das populagdes, provocando mudangas nas freqii€ncias
génicas e genotipicas e 3) deriva genética: a estabilidade das freqiiéncias génicas varia
conforme o tamanho das populacdes. Nas grandes populagdes, a estabilidade pode
manter-se constante, mas, nas pequenas, as freqiiéncias sofrem desvios, ou seja, alguns
genes podem ser fixados na populagdo enquanto outros podem ser eliminados
(Spielman et al., 2004).

Existem pelo menos duas bases teoricas da genética de populagdes, a de Fisher
(1930) que trata da probabilidade de extingdo de um unico mutante neutro (alteragcdo no
material genético que nao € percebido pela selecdo natural, uma vez que o fenotipo se

mantém inalterado). Essa teoria mostra que em populagdes de tamanho constante,
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P(extingdo) = e (aproximadamente 37%) para 1 geragdo. Como esse efeito ¢

cumulativo, espera-se que, uma vez que apare¢a um mutante neutro em uma populagao,
¢ mais provavel que ele se perca do que se mantenha na populacdo. Esse efeito
independe do tamanho da populacao (Beebee & Rowe, 2004).

A segunda ¢ a teoria de Kimura (1983) que se baseia na pressdo de mutagdo e
deriva genética. Com base nos principios de mutagdo recorrente e em deriva genética,
ele propos que esses dois fendmenos seriam responsaveis pelos polimorfismos
moleculares, que seriam fases transitorias do processo de substitui¢do de nucleotideos
(Hartl, 2000).

Portanto, através do estudo de genética de populagdes ¢ possivel estabelecer a
variagdo no tempo da freqiiéncia de um alelo surgido na populacdo, por mutacdo ou
recombinagdo. Também ¢é possivel estimar se, num periodo de tempo maior, uma
caracteristica ancestral serd totalmente substituida por uma nova caracteristica e, quanto
tempo, esse processo de sucessdo pode levar. Neste contexto, marcadores moleculares
se tornam uteis no estudo de populacdes e os processos evolutivos que as afetam (Hilde,
2004). Em genética de populagdes assume-se que os locos utilizados para a investigacao
da estrutura populacional sdo neutros com relacdo a sele¢do natural. Quando isso ¢
verdadeiro a diferenca entre populagdes vai aparecer com o resultado da mutagdo ou
deriva genética nao viesada pelos efeitos complexos das forg¢as evolutivas (Hartl &
Clark, 1997).

A interpretacdo de dados genéticos ¢ relativamente mais facil se o neutralismo
pode ser assumido do que quando a sele¢do tem que ser incluida nos calculos. E de
comum acordo que grandes partes do genoma evoluem de forma neutra. Isso se aplica a
uma grande propor¢ao do DNA nuclear ndo codificante e provavelmente a partes de

genes funcionais. Mutagdes na terceira posicdo de um cddon, por exemplo,
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freqiientemente nao alteram a seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina devido a

redundancia no cédigo genético (Hedrick, 2001).

Outra pressuposi¢ao que ¢ comumente feita, dentro da Genética de Populagdes, ¢
que a quantidade de variagdao adaptativa deve correlacionar com a variagdo neutra. Isso
¢ importante porque infere que estimativa da variagdo neutra deveria fornecer um util
indicador da saude genética de uma populagdo. Este tipo de correlagdo ¢ comumente
encontrado, apesar de que sua forca aparentemente variar em diferentes situagdes (Hartl,
2000).

A teoria do neutralismo faz predigdes sobre o comportamento dos genes nas
populacdes. Talvez o mais simples seja que a diversidade genética em locos neutros
deveria ser positivamente correlacionada com o tamanho efetivo populacional (Ne) que
se refere ao numero de individuos que efetivamente participam na reprodugdo em cada
geragdo. Ne ¢ mais importante como uma medida de viabilidade populacional do que o
censo total da populacdo, que inclui individuos que ndo possuem prole e ¢ normalmente
muito maior do que Ne (Frankham et al., 2004). Um dos maiores interesses da genética
da conservacao ¢ o tamanho efetivo populacional (Ne). Ne ¢ um parametro critico para a
manuten¢do da diversidade genética. Muito da genética da conservacdo envolve a
estimativa do Ne e do fluxo génico entre populagdes, com a inten¢ao de potencializar
ambos nas populagdes (DeSale & Amato, 2004). Obviamente mais mutagdes vao
ocorrer no total por unidade de tempo numa populagdo maior comparada com uma
menor. Mas, no equilibrio entre mutagdo e deriva genética, a taxa de mutacdo é sempre
igual a taxa na qual os alelos sdo perdidos pela deriva genética, o que independente do
tamanho populacional (Beebee & Rowe, 2004).

Entretanto, o tempo médio entre mutagdo ¢ fixacdo de novos alelos ¢
proporcional ao tamanho populacional. Entdo dada a mesma taxa de mutagdo por

individuo em pequenas ou grandes populagdes, cada novo alelo persistira por mais
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tempo e, assim, tera um nimero cumulativo menor de alelos a qualquer momento na

populagdo maior. Uma conseqiiéncia desta conclusao € que raros alelos serdao perdidos
mais rapidamente numa pequena populagao do que numa grande populacdo (Beebee &
Rowe, 2004). Denotando, desta forma, a importancia do tamanho populacional para a
conservagao da fauna e da flora.

Esse nivel de conhecimento genético (estimativa de Ne e fluxo génico) também
pode ser aplicado para auxiliar em programas de reproducdo em cativeiro. Onde
analises sdo feitas a partir de informagdes com pedigree com o objetivo de aperfeicoar
esquemas de cruzamento para a manutengdo da saude genética por muitas geracdes das
populacdes em cativeiro (Fraser & Bernatchez, 2001).

O estreitamento de habitats tem levado a diminui¢do do nimero de individuos
causando endogamia e perda da variabilidade genética, pois uma populacdo de
individuos que s3o fortemente aparentados exibe baixa variabilidade. Isso ¢
perigosamente critico se as condi¢cdes ambientais sofrerem uma forte alteragdo e a
populacdo ndo tiver variabilidade suficiente para contrabalancear a mudanga. Uma
populacdo com essas caracteristicas pode rapidamente ser extinta (Beebee & Rowe,
2004). Problemas genéticos podem se tornar significantes, se as populagdes se tornarem
muito pequenas € permanecem muito isoladas (auséncia de migragdo) por muitas
geragdes. Neste caso a endogamia pode levar a perda de heterozigosidade e a

acumulagao de alelos deletérios (Wayne & Morin, 2004).

Endogamia e perda da diversidade genética s3o inevitdveis em pequenas
populagdes ameacadas. Esses dois eventos diminuem a reprodugdo e a sobrevivéncia a
priori e diminuem a capacidade das populacdes de evoluirem em resposta as mudancgas
ambientais a posteriori (DeSale & Amato, 2004).

A probabilidade de a endogamia ocorrer em pequenas populagdes ¢ maior,

entretanto, a acdo da selecdo sobre os alelos deletérios os tera tornado raros ou
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inexistentes. Essa remog¢ao dos alelos nas populagdes ¢ feita com eficiéncia quando se

apresentam sob a forma de homozigotos (Neel & Cummings, 2003). Deste modo,
podemos perceber que, apesar da endogamia possuir elevada taxa em pequenas
populagdes, os efeitos da depressdo na prole dos individuos sera relativamente pequeno.
Alelos deletérios podem ser gradualmente fixados pelo acaso (deriva genética) como se
eles fossem neutros em pequenas populagdes. Novas mutagdes permitem alelos deste
tipo acabem se acumulando e progressivamente aumentem a carga genética (declinio
adaptativo de um determinado gendtipo) quando populagdes permanecem pequenas por
um longo periodo. Mutagdes deletérias infligem uma carga genética que age através da
reducdo das taxas de sobrevivéncia e reproducao dos individuos (Crandall & Bininda-
Emonds, 2000).

Quando falamos de conservacdao das espécies (tais como Bothrops moojeni)
dados genéticos obtidos através de estudos com marcadores podem ser extremamente
uteis, pois fornecem informagdes importantes para programas de manejo € conservagao
— como nivel de endogamia — que nos permitem recomendar estratégias de amostragem
para manutencao da variabilidade genética das espécies (Beebee & Rowe, 2004).

Neste sentido, os marcadores genéticos se tornam ferramentas Tteis na
identificacdo de populagdes nas quais se espera que questdes genéticas afetem suas
expectativas de sobrevivéncia continuada e permitem estudos a respeito da estrutura
genética de individuos e populacdes para sua caracterizacdo e preservagdo de recursos
genéticos (Telles et al., 2001; Telles et al., 2003; Telles, 2005).

Antes de 1960, o uso de marcadores estava limitado a alguns organismos que se
adequavam as metodologias existentes até entdo indisponiveis. Inicialmente os
marcadores utilizados para estudos em genética de populagdes eram baseados em
caracteristicas morfologicas por serem facilmente caracterizaveis visualmente (Alfenas

et al., 1998).
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Com o desenvolvimento da Rea¢ao em Cadeia da Polimerase, novas classes de

marcadores tém surgido (como AFLP, RAPD, Microssatélites), e tém sido cada vez
mais utilizados em estudos de biologia molecular uma vez que, nos permitem conhecer
o padrao de distribuicdo da variabilidade genética de populagdes e fazer inferéncias
sobre os possiveis eventos histdricos que as afetaram (Rousset, 2004).

A partir da estimativa desta variabilidade, ¢ possivel aplicar modelos de genética
de populagdes e, desta forma, melhorar o conhecimento disponivel & respeito de
espécies ameacadas de extingdo; as afinidades e os limites entre as espécies, modos de
reproducdo e estrutura familiar; niveis de dispersdo e migracdo entre as populacdes; o
nivel de endogamia dentro de uma populacao; inclusive pode auxiliar na identifica¢ao
de restos animais; como no contetido estomacal e produtos industrializados de espécies
em extingdo (Perez-Sweeney et al., 2004).

O marcador ideal seria aquele que tem um baixo custo financeiro, facil de
desenvolver e utilizar, altamente polimorfico e neutro com relagdo a sele¢do natural. No
entanto, nenhum marcador preenche todos esses requisitos simultancamente. Desta
forma, uma escolha criteriosa desses marcadores, ¢ essencial quando se pretende estudar
desde problemas de identificagdo de individuos a identificagdo de espécies cripticas ou
até mesmo formular hipoteses filogenéticas em grupos supra-especificos (Solferini &
Scheepmaker, 2001).

Quando se pretende fazer uma caracterizagdo de uma espécie € importante levar
em conta diversos fatores, entre eles a escolha do marcador apropriado deve considerar,
por exemplo: o tipo de estudo que se quer realizar, adequacdo do grau de variabilidade
do marcador molecular escolhido e ao nivel de divergéncia que se deseja estudar. O tipo
e quantidade de material biologico disponivel, se a espécie em estudo € rara ou nao,

alguns marcadores como as RFLP requerem grandes quantidades de DNA (Petit, 1998).
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Se a intengdo ¢ fazer estudos de identificacdo de individuos, marcadores que

evoluem lentamente podem ser inadequados por causa do excesso de plesiomorfias (ou
seja, todas as semelhangas observadas serdo devidas a ancestralidade dos alelos, e ndo
havera eventos novos capazes de discriminar os grupos estudados). Se a espécie em
estudo esta correndo risco de extingdo, utilizar RFLP pode ser um inconveniente por
causa da quantidade de DNA necessario. Se o marcador tem baixa especificidade, como
o RAPD, ele se torna pouco eficaz para estudos filogenéticos. O mesmo acontecendo
com marcadores que evoluem rapidamente como os microssatélites, pois ocorrera um
excesso de variabilidade ¢ uma grande quantidade de homoplasias nos dados. Os
marcadores disponiveis atualmente podem ser classificados de acordo com varios
critérios, padrdes de dominancia, possibilidade de viés sexual (DNA mitocondrial,
transmitido apenas pela fémea), entre outros (Solé-Cava, 2001; Li, 2002). Nesse
contexto, ¢ importante ressaltar que o fundamental ¢ a pré-defini¢do do problema a ser
estudado e, portanto, o marcador escolhido deve ser adequado ao tipo de divergéncia
evolutiva considerada e que os pressupostos da andlise dos dados estejam bem
explicitados, minimizando assim as chances de se perder de vista o problema original
do estudo (Sunnucks, 2000).

Assim, ¢ possivel perceber como a Genética Molecular tem trazido grandes
contribuigdes para a genética de populagdes, bem como para a Genética da conservacgao.
Pois, através da genética molecular obtém-se informagdes importantes sobre espécies
ameacadas, tais como, tamanho efetivo populacional, fluxo génico e gargalos
populacionais (Cotrim & Pais, 1998). Hoje a técnica de PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) permite estudos genéticos em espécies raras, de amostragem dificil, de
forma ndo destrutiva e ndo invasiva. Isso é uma grande conquista visto que antes do
desenvolvimento desta técnica, a amostragem destrutiva de individuos era

frequentemente necessaria para obtengdo de material para estudos com DNA
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mitocondrial, por exemplo, métodos moleculares permitem abordagens sobre a saude

genética das populagdes ameagadas e ddo suporte para novas maneiras de conservar a
biodiversidade (Jaggi, 2000; Hedrick, 2001; Perez-Sweeney, 2004).

Neste contexto, torna-se claro, entdo como a perda da diversidade genética em
populacdes de animais e plantas ¢ extremamente perigosa podendo levar as espécies a
extingdo. E necessario que as populagdes naturais se mantenham num tamanho
populacional suficientemente grande para reter diversidade genética e minimizar o seu
risco de extingdo. E necessario que se compreenda como a diversidade genética ¢
mantida através dos processos naturais se quisermos que programas de conservacao

sejam desenvolvidos para a manuteng¢ao e manejo de populagdes de espécies ameacadas

(Myers et al., 2000).

3.3. Caracterizacio da espécie Bothrops moojeni

Entre as serpentes que ocorrem nas Américas, o género Bothrops concentra
algumas das principais espécies responsaveis por acidentes ofidicos, sendo o Brasil, o
pais que possui maior nimero de representantes deste género. No entanto, apesar do
grande niimero de espécies de Bothrops na América Latina, do seu interesse na satde
publica e pelo enorme potencial no desenvolvimento de farmacos, pouco se conhece
sobre elas e ainda hoje se carece de estudos para compreender melhor sua biologia
(Colli et al. 2002; Nogueira et al., 2003).

Por muito tempo houve grande contradigdo sobre quais espécies realmente
faziam parte do género. Muitas espécies que claramente ndo faziam parte de nenhum
outro género eram simplesmente acrescentadas no género Bothrops (Wiister, 1997). Um
exemplo disso € o fato de varias das espécies arboreas e de pequeno porte terem sido
separadas em géneros diferentes e estudos ainda sdo feitos para resolver problemas

semelhantes na tentativa de definir melhor as espécies verdadeiramente pertencentes ao
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género (Salomao ef al., 1999; Theakston & Warrel, 2002; Grazziotin &

Echeverrigaray, 2005).

Segundo a classificagdo tradicional existem 38 espécies no género Bothrops e
cerca de 20 delas se distribuem pelo Brasil. As espécies do género Bothrops ocorrem
por toda a América Latina, exceto na parte sudoeste nas areas da Patagonia e dos Andes.
Esse género mostra uma grande variedade no tamanho, forma e preferéncias de habitat e
as espécies brasileiras ilustram a grande variedade da morfologia e da histéria natural
dentro deste género (Wiister, 2002; Melgarejo, 2003). Apesar de alguns de seus
representantes estarem incluidos na lista brasileira oficial de répteis em extingdo (Tabela

1), a espécie B. moojeni ndo se encontra entre eles (IBAMA, 2003).

Tabela 1. Serpentes na lista Oficial de Espécies ameagadas de extingdo (IBAMA
2003) que sao criticamente ameagadas (CR) ou ameacadas (EN) de acordo
com as categorias e critérios da World Conservation Union (IUCN)
(Adaptado de Rodrigues, 2005).

Taxon Estados Categoria IUCN
Bothrops alcatraz SP CR
Bothrops insularis SP CR
Corallus cropanii SP CR
Dipsas albifrons cavalheiroi SP CR
Bothrops pirajai BA EN
Bothrops cotiara PR, SC, RS EN

A Caigaca, Bothrops moojeni (Figura 2), faz parte da herpetofauna do Cerrado
sendo classificada dentro da Ordem Squamata; Subordem Serpentes; Infraordem
Alethinophidia; Superfamilia Colubroidea; Série Ophistoglypha; Familia Viperidae;
Subfamilia Crotalinae. E conhecida popularmente como jararacio, Caigaca, jararacio do
Cerrado (Colli et al. 2002). Normalmente apresenta cor mais clara que outras jararacas.
O tracado do dorso pode formar tridngulos ou arcos escuros negros, com margens
brancas e vértice alcangando o fio das costas. Esta espécie possui ampla variedade na

tonalidade numa mesma ninhada e apresenta fosseta loreal, sendo que a fémea possui a
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cauda mais curta que a do macho (Figura 2). Pode atingir um tamanho de até 1,50 m

de comprimento (Borges & Araujo, 1998; Nogueira et al., 2003). Observa-se que o
ciclo reprodutivo da espécie ¢ majoritariamente sazonal, € o nascimento de filhotes
ocorre durante a estacao chuvosa, durante o més de dezembro. A vitelogénese inicia-se
por volta de abril sendo comum encontrar ovos no oviduto de fémeas no més de julho.
O ciclo reprodutivo esta condicionado pela alta sazonalidade climatica dos Cerrados do
Brasil Central (Leloup 1984; Nogueira et al., 2003).

Esta ¢ uma espécie terrestre, utilizando comumente tocas no solo e cupinzeiros,
mas também usa eventualmente a agua e¢ pode escalar a vegetagao (Leloup, 1984;
Nogueira et al., 2003). Nogueira et al. (2003) observou que B. moojeni normalmente
fica inativa e abrigada durante o dia, iniciando a atividade no fim do dia ou no inicio da
noite e possui habitos generalistas se alimentando principalmente de pequenos
mamiferos (Figura 3), anfibios, lagartos, serpentes e aves. Seus predadores naturais,
bem como de outras serpentes, incluem gavides, gargas, ema, siriema, gambas,

cachorro-do-mato, gato-do mato, cangamba e furdo.

- oS & plihaF
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Figura 2. Exemplar da espécie Bothrops moojeni (Melgarejo, 2003)
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Figura 3. Individuo se alimentando de um pequeno mamifero (UEB, 2006).

O padrao colorido de desenhos no dorso do corpo serve a esta espécie como
mecanismo defensivo proporcionando a camuflagem. E uma serpente com o
comportamento extremamente agressivo, podendo esconder a cabega enrodilhada sob o
corpo para protegé-la de uma mordida ou bicada. A imobilidade ¢ outra estratégia que
B. moojeni utiliza para se defender de predadores visualmente orientados. Quando o
confronto com o predador ¢ inevitavel, mordida e bote sdo utilizados (Marques &
Sazima, 2003).

Esta ¢ uma espécie vivipara com um ciclo reprodutivo longo e sazonal
(Melgarejo, 2003). Nogueira et al. (2003), num estudo sobre ecologia desta espécie,
observaram que apenas metade das fémeas numa populacdo se reproduz a cada ano.
Sendo o periodo de vitelogénese comeca por volta de maio e no inicio da estacao seca,
com a ovulagdo ocorrendo por volta de julho. E os nascimentos ocorrem, em sua

maioria, durante a estacdo chuvosa nos meses de dezembro e janeiro.
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Esses mesmos autores, utilizaram dados de marcagdo e recaptura, observaram

que essa espécie usa uma pequena area por um longo periodo de tempo. Também
concluiram que esta espécie apresenta uma baixa mobilidade ao observar que poucos
individuos eram capturados nas armadilhas (pitfall). Entretanto, Nogueira et al. (2003)
alertam que seus dados eram limitados para fazer uma inferéncia consistente. Sendo que
a atividade desta serpente normalmente ¢ noturna e consideravelmente maior em meses
quentes e umidos (Oliveira e Martins, 2002; Nogueira, 2003; Campbell ¢ Lamar, 2004).

Existe uma discrepancia na literatura no que se refere a area de distribuigdo desta
espécie. A maioria concorda que ela possui ampla distribuicdo nos cerrados do Brasil
Central, ocorrendo desde o Parani até o Maranhdo (Figura 4) (Campbell & Lamar,
1989; Melgarejo, 2003; Nogueira et al., 2003). Entretanto, alguns autores afirmam que
esta espécie também ocorre em regides da Argentina e Paraguai adjacentes aos Estados
de Mato Grosso do Sul e Parand (Nogueira et al., 2003; Campbell & Lamar, 2004).
Bothrops moojeni demonstra preferéncia por areas umidas, ocorrendo em densidades
altas, matas ciliares, campos Umidos e veredas no Brasil Central, usando areas
antropicas vizinhas, o que demonstra grande versatilidade em se adaptar a areas
urbanizadas (Nogueira ef al., 2003).

Por serem predadores secundarios individuos da espécie B. moojeni possuem
papel de grande importancia nas cadeias tréficas de diversos ambientes naturais e
perturbados; (Martins et al., 2001; Araujo et al., 2003; Sazima & Marques, 2003). Sua
conservagao ¢ vital ndo s6 para a manutencdo das serpentes em si, mas também do
equilibrio dos ecossistemas brasileiros de que fazem parte. Além de sua importancia
ecoldgica, existe registrado que o género Bothrops € responsavel por cerca de 90% dos
acidentes no Brasil (Araujo et al., 2003). E observa-se que a maioria dos casos de
envenenamento registrados nas regides Sudeste e Centro-Oeste ¢ causada pela espécie

B. moojeni, por ser uma das mais abundantes (Franga & Malaque, 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Descricao das populacoes

As cinco populagdes de B. moojeni coletadas apresentam um desequilibrio
amostral (Tabela 2) que variou de 7 (Goiania -GO e Jatai- GO) a 33 (Sonora- MS). Vale
a pena ressaltar que essas populacdes foram coletadas segundo a sua disponibilidade no
NUROG (Nucleo de Ofiologia da UCG), portanto, um numero maior de populagdes,
bem como uma quantidade homogénea de individuos por populacdo, ndo foi utilizado
pela inviabilidade de se obter amostras.

As populagdes 3, 4 ¢ 5 (Goiania-GO, Jatai-GO e Minagu-GO) foram amostradas
a partir de individuos que eram encaminhados ao NUROG por pessoas da propria regido
que os capturavam. Em alguns casos eram trabalhadores rurais que haviam encontrado
os espécimes e, em outros, individuos de B. moojeni haviam sido capturados dentro de
moradias ou proximos a areas urbanizadas.

Ja& as populagdes 1 e 2 (Sonora-MS e Canabrava-MT) possuem individuos
provenientes de resgates de fauna, devido a constru¢do de Hidroelétricas nos dois locais.
Destruicdo de habitat ¢ a principal ameaca a herpetofauna brasileira e a construgdo de
hidroelétricas ¢ uma ameaca a essas populagdes, uma vez que o habitat na area do
reservatorio € totalmente perdido. As conseqliéncias em longo prazo deste tipo de
drastica transformacdo no ambiente, como alteragdo do ciclo de inundagdo natural e do
fluxo a jusante, modificando a deposi¢do de sedimento, disposi¢ao de nutrientes, ainda
nao sdo claramente conhecidos (Pavan, 2002; Rodrigues, 2005).

Dos individuos coletados em resgates de fauna, muitos sdo trazidos para fazer
parte de colecdes. Entretanto, devido ao custo e falta de espaco, a maioria que chega ¢
fixada em formol. Grande parte dos animais capturados durante os resgates de fauna sao

soltos em florestas proximas, sendo que o impacto disso na ecologia e biologia das
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populagdes das areas adjacente pode ser negativo (Pavan, 2002). Portanto, as

populagdes 1 e 2 representam amostras de populagdes que sofreram a destrui¢ao de seu

habitat.

4.2.0btenc¢ao dos dados moleculares

Foram obtidas amostras de sangue de 75 individuos coletados em cinco locais de
ocorréncia da espécie nos Estados de Mato Grosso do Sul (Sonora), Mato Grosso
(Canabrava) e Goias (Goiania, Jatai ¢ Minacu) (Tabela 2, Figura 5) de acordo com a
disponibilidade de exemplares no Nucleo de Ofiologia da Universidade Catolica de
Goids (NUROG). O sangue desses individuos foi coletado da extremidade da cauda
fazendo-se uma sec¢@o horizontal, em seguida cerca de 10 a 50 ul. O sangue era entdo
colocado em um tubo vacutainer contendo anticoagulante EDTA e transportado em
caixa de isopor com gelo at¢é o Laboratorio de Genética e Melhoramento do
Departamento de Zootecnia/ITS/UCG, onde eram conservadas a 4°C até ao momento da
extracdo para evitar a coagulacdo do sangue e a degradagdo do DNA. As extragdes de
DNA eram realizadas no mesmo dia da coleta do sangue dos animais.

Tabela 2. Municipios, numero de individuos (N), Latitude e longitude dos locais de
coleta das populacdes de Bothrops moojeni do Centro-Oeste.

Cidade N Latitude Longitude
1. Sonora (MS) 33 17°34°37” 54°45°28”
2. Canabrava (MT) 16 11°03°16” 51°49°53”
3. Goiania (GO) 7 16°40°43” 49°15°14”
4. Jatai (GO) 7 17°52°53” 51°42°52”

5. Minagu (GO) 12 13°31°59” 48°13°12”
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1 - Sonora-MS

2 - Canabrava do Norte — MT
3 - Goiania- GO

4 - Jatai- GO

5 - Minac¢u- GO

Figura 5. Pontos de coleta (municipios) das populagdes de B. moojeni na regiao
Centro-Oeste.

O DNA foi extraido do sangue seguindo o protocolo do kit de purifica¢dao de
DNA de sangue, fornecido pela Amersham Pharmacia Biotech™ (ANEXO). Esses 75
individuos pertenciam a cinco populagdes (nimero de individuos variando de 7 a 33 nas
populacdes) do Cerrado distribuidas nos Estado de Goids, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul (Tabela 2). Apos a extracdo, o DNA de cada individuo foi quantificado com o
auxilio do fotodocumentador KODAK EDAS 120, utilizando o marcador Low-DNA
Mass, fornecido pela Invitrogen.

Antes de iniciar a sele¢do dos primers RAPD (Random Amplified Polimorfic
DNA) foi realizado um teste de amplificacdo utilizando apenas 9 primers das séries

OPA (1, 2 e 3), OPB (1, 2 e 3), OPC (1, 2 e 3) para verificar a qualidade do DNA
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extraido. A selecao dos primers RAPD foi, entdo, feita utilizando amostras de trés

individuos para a amplificagdo, via Reacdo em Cadeia da Polimerase, de 78 primers das
séries OPA (1 a 16), OPB (1 a 20), OPM (1 a 20) e OPP (1 a 20) da marca Operon®.
Cada gel da selecao de primers foi codificado considerando presenca (1) ou auséncia (0)
da banda nas amostras e sua intensidade. As bandas eram classificadas quanto a
intensidade, sendo elas, fraca (1), média (2) e forte (3). Em seguida foi feita uma média
de intensidade por loco, para que fosse feita a escolha dos melhores primers.

As reacdes de PCR para um sistema com o volume final de 12ul foram
montadas com as seguintes concentragdes: 2ul de DNA (~3ng/ul); 1,18ul de primer
(~10ng/ul); 1,52ul tampao da enzima (10X); 0,46ul de MgCl, (50mM); 1,22ul de
d’NTP (2,5mM); 0,12ul da enzima Taq-Polimerase (cinco unidades/pl - fornecida pela
Amersham Pharmacia Biotech ™) e completando o volume com 5,5ul de H,O Milli-Q.

A amplificacdo dos fragmentos de DNA via reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), no termociclador PCT100 da MJ, foi feita utilizando um programa com os
seguintes passos: (1°) desnaturagdo do DNA a 96°C por 3 minutos e (2°) a 92°C por 1
minuto; (3°) anelamento do primer a 37°C por 1 minuto; extensdo da molécula pela
enzima Taq polimerase a 72°C por 1 minutos; (5°) 40 ciclos seguindo do 2° ao 4° passo;
(6°) passo final de extensdo de 3 minutos a 72°C para finalizar os produtos amplificados.

Os fragmentos de DNA obtidos (bandas), para os 78 primers nos 3 individuos,
foram analisados pela técnica de eletroforese em gel de agarose 1,5% submersos no
tampao TBE (Tris Borato EDTA — 1X) e, em seguida, corados com brometo de etidio,
visualizados com o auxilio de um transiluminador de luz ultravioleta e fotografados
para as analises posteriores (Ferreira & Grattapaglia, 1998).

Os primers selecionados foram utilizados para a amplificagdo do DNA dos 75
individuos das cinco populagdes. Os fragmentos de DNA obtidos destes individuos

(bandas) também foram analisados pela técnica de eletroforese em gel de agarose 1,5%



39
submersos em tampao TBE (Tris Borato EDTA — 1X) e, em seguida, corados com

brometo de etidio, visualizados com o auxilio de um transiluminador de luz ultravioleta
e fotografados para a codificagdo dos locos que foi feita segundo a presenga (1) ou
auséncia (0) de bandas nos géis, gerando uma matriz de dados binarios (Ferreira &
Grattapaglia, 1998). O marcador de peso molecular “100 base pair ladder —
Pharmacia® (M 100bp) foi utilizado para a definicdo da posi¢do dos locos e

consequentemente dos tamanhos dos fragmentos de cada loco.

4.3. Analise dos dados
4.3.1. Estimativa de Freqiiéncias Alélicas e Parametros Genéticos Basicos

A partir da metodologia apresentada por Lynch & Milligan (1994) os dados
binarios gerados pelo marcador RAPD foram entdo usados para estimar as freqiiéncias
alélicas. Lynch & Milligan (1994) desenvolveram uma metodologia que torna possivel
calcular parametros populacionais tendo como ponto de partida dados binarios e tem
dois pressupostos basicos. O primeiro exige que as bandas sejam identificadas no gel
sem erros ¢ cada banda pode ser relacionada a um loco com dois alelos, sendo que o
carater “dominante” (presenc¢a de bandas) do marcador impede a distingdo entre os
genotipos heterozigoto ¢ homozigoto “dominante”. O segundo pressuposto ¢ que as
populagdes devem estar em equilibrio de Hardy-Weinberg. A partir desses

pressupostos, a freqiiéncia do alelo “nulo” (auséncia de bandas) ¢, pode ser estimada

por:

onde x ¢é a propor¢do dos N individuos analisados na populagdo que ndo

apresentam banda para o locos, sendo Var(x) = X(IT_X)
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Essa corre¢do minimiza o viés na estimativa de “g” devido a tamanhos

amostrais pequenos, mas pode ser grande se o alelo for raro (x < 0,1). Assim, Lynch &

Milligan (1994) sugerem que o valor de ¢ seja obtido apenas para x > 1-(3/N). As

freqii€ncias alélicas foram, entdo, utilizadas para o calculo das medidas de variabilidade

para cada populagdo, conforme sugerido por Alfenas et al. (1998) e Weir (1996).

4.3.2. Estrutura Genética Populacional

A Andlise de Varidncia Molecular (AMOVA) (Excoffier et al. 1992) foi
utilizada a fim de acessar o padrdo da estruturagdo da variabilidade genética. Neste
metodologia a distancia entre e dentro de populagdes locais ¢ desdobrada, a partir de
uma estratégia semelhante a realizada na ANOVA convencional, mas parte de uma
matriz de distancia euclidiana calculada entre individuos com base no padrao de bandas
visualizados no gel (presenga e auséncia das bandas) gerados pelo RAPD. O modelo

matematico, apropriado para andlise ¢ dado por
X, =x+a,+p,,

onde,

x = constante do modelo

a = ¢ o efeito da popula¢do com variancia 0-021 ,
3 = ¢ o efeito do individuo com variancia 0'2 ,
Note-se que os efeitos sao hierarquizados. A analise de variancia obedece ao esquema

da Tabela 3.
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Tabela 3. Esperancas matematicas dos quadrados médios [E(QM)] para populacdes (P),

individuos dentro populacdes (I/P), conforme Excoffier et al. (1992).

Fonte de Variacao Grau de liberdade SQ1 QM1 E(QM)

Populagdes (P) P-1 Sa Qa 0'5 + 20 5
Individuo (I)/P N-P Sb Q® o2
Total N-1 ST

SQ = Soma dos Quadrados
QM = Quadrado Médio
E(QM) = Esperanga dos Quadrados Médios

O componente de variancia inter-populacional ¢ extraido por equagdes das
esperancas de quadrado médio (QMD), conforme a anélise de variancia convencional
das freqliéncias alélicas, utilizadas para estimar o Fsr (Cockerham 1969, 1973). O

mesmo procedimento pode ser usado com base no desdobramento da soma de quadrado

Coa o - 2 2 2
entre as distancias, utilizando as chamadas estatisticas-®. Neste caso, 0~ =0, + 0, ;

D, ¢ interpretado como a correlagdo de haplotipos aleatorios dentro de populagdes,

relativo a cada par aleatorio de hapldtipos puxado do total da espécie. Como na
ANOVA convencional, pode-se reescrever essas equagdes em termos das estatisticas @

entre as populagdes locais, de modo que:

2
O

— a
cI)ST_ 2 27
O'a+O'b

Para obter uma distribuicdo nula dessas estatisticas, foram utilizados
procedimentos de aleatorizagdo, por permutagdes aleatorias das fileiras (e colunas
correspondentes) da matriz de distancias quadraticas (Mantel, 1967). Os componentes
de variancia foram estimados para cada uma das matrizes permutadas utilizando 1000

permutagdes.
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4.3.3. Divergéncia genética e padrao espacial da variabilidade genética

A divergéncia genética entre as populacdes foi avaliada com base na matriz de
distancia genética obtida pela AMOVA, uma metodologia de analise desenvolvida para
marcadores dominantes como o RAPD, que ¢ a que apresenta um menor nimero de
pressupostos em relacdo ao equilibrio de Hardy-Weinberg, tamanho amostral e padrdo
de heranca do marcador. A matriz de distancias genéticas foi utilizada em uma anélise
de agrupamento tipo UPGMA (unweighted pair-group method by arithmetic averages),
que produz um arranjo hierarquico de classificagdo das populacdes, representado por
um dendrograma. A representatividade deste dendrograma foi testada por meio da
correlacdo entre as distdncias genéticas originais e as distancias entre as populagdes no
dendrograma (correlacdo cofenética) (Manly, 1997).

A fim de se analisar os padrdoes de variagdo espacial em um contexto
multivariado, foi feita a estimativa do coeficiente de correlacdo de Pearson (r) entre as
matrizes de distancias genéticas e as distancias geograficas entre as populagdes. O
estimador do coeficiente de correlacao simples (Epperson, 2003), no caso entre duas

matrizes X e Y, ¢ dado por:

onde x; =X; —X e y; =Y;—Y. A significancia dessa correlagdo matricial

ndo pode ser testada pelos testes estatisticos usuais, por apresentar problemas de
independéncia entre os elementos nas matrizes. Nesse sentido, a estatistica Z de Mantel

(1967) tem sido freqiientemente utilizada, a fim de se testar a significancia da



43
associacao entre matrizes contendo diferentes tipos de distancias entre pares de

observagoes (Smouse et al., 1986; Manly 1997). O valor Z de Mantel ¢ dado por:

ij=1
onde Xje Y;sdo elementos das matrizes X e Y a serem comparadas (no caso, as

matrizes de distancia geografica e genética, respectivamente). A significancia do Z pode
ser obtida comparando-se esse valor observado com valores de uma distribui¢cdo nula,
construida recalculando-se os valores de Z diversas vezes, aleatorizando, em cada uma
delas, a ordem dos elementos de uma das matrizes (Manly, 1997). A estatistica Z possui
uma relagdo monotonica com o r de Pearson calculado entre matrizes (correlagao
matricial), de modo que ela pode ser utilizada para testar a significancia de r (Manly,
1986). Neste trabalho, 5000 permutacdes aleatdrias foram utilizadas para se testar a

significancia das correlacdes matriciais.

4.3.4. Programas utilizados para as analises estatisticas

As estatisticas descritivas foram feitas no programa TFPGA 1.3 (Tools For
Population Genetic Analyses) (Miller, 1997). As andlises de divergéncia genética
multivariadas (UPGMA) e o teste de Mantel foram realizados utilizando o pacote
NTSYS 1.5 (Numerical Taxonomy and Multivariate Analysis System) (Rohlf, 1989).
Enquanto que, a Andlise de Variancia Molecular foi feita no programa ARLEQUIN

(versdo 2.000) (Schneider et al., 2006).

4.4. Levantamento cienciométrico e bibliografico

A fim de avaliar, utilizando uma abordagem cienciométrica, o niimero de
trabalhos e a representatividade dos mesmos nas principais areas das ciéncias, foi
realizada uma busca dos estudos com espécies de serpentes e especificamente do género

Bothrops e da espécie Bothrops moojeni no sitio “Institute for Scientific Information”
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(ISI), utilizando o método “General Search” com a palavras chaves: serpentes,

Bothrops e Bothrops moojeni.
A importancia da espécie para a area da saude foi levantada a partir de uma
revisdo sistematica da literatura que disponibiliza trabalhos em livros-textos, sitios na

internet e periddicos cientificos especializados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Selecao dos primers RAPD

Do total de primers testados, 17 ndo amplificaram, 26 apresentaram um padrao de
amplificacdo insatisfatério e 35 um padrao que permitiu sua codificacao (Tabela 4).
Para cada primer que apresentou um bom padrio de amplificacdo foi realizada a
codificacdo do seus locos segundo a presencga (1) ou auséncia (0) da banda e quanto as
suas instensidades, o que pode determinar diferentes niveis de dificuldade para sua
codificacdo. A analise por primer forneceu um nimero de locos que varioude 1 a 17 e
um numero de locos polimorficos que variou de 0 a 10 (Tabela 4).

As bandas de cada loco dos 35 primers foram classificadas quanto as intesidades
fraca, forte e variavel em cada loco. Neste sentido, o nimero de bandas variou entre 0 e
11, 0 e 8, 0 e 13, respectivamente (Tabela 4). Também foram classificados quanto a
visualizacdo das bandas no gel, no que diz respeito a distancia relativa entre uma banda
em cada loco: grande (1), média (2) e pequena (3). Os primers foram escolhidos de
acordo com o bom padrido de amplifica¢do, a facilidade de codificagdo no gel e o
numero de locos que apresentassem consisténcia nas intensidades de bandas. Na figura
6 observa-se o padrao eletroforético de alguns primers utilizados na selegao.

Observou-se que o melhor primer ¢ aquele que apresenta um numero
intermediario de locos com maior nimero de bandas fortes e que ndo apresentem uma
pequena distancia relativa entre as bandas. Levando em conta estes critérios, os primers
considerados melhores foram: OPA-01, OPA-03, OPB-04, OPB-06, OPB-18, OPM-01,
OPP-04, OPP-06, OPP-07, OPP-08, OPP-13, OPP-14, OPP-15, OPP-16 que estdo

destacados em negrito na Tabela 4.
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Figura 6. Padriao eletroforético dos primers OPA-01, OPA-03, OPB-04,
OPB-06, OPB-18, OPM-01, OPP-04, OPP-06 com trés
individuos da espécie Bothrops moojeni. As colunas “M 100bp”
indicam o marcador de peso molecular (100 base pair ladder).
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Tabela 4. Relagdo dos 35 primers codificados e a classificagdo quanto as intesidades
fraca, forte e variavel em cada loco; nimero de locos, nimero de locos
polimérficos por primer. As linhas em negrito indicam os primers

selecionados.
o . N° de N° de locos Intensidade das bandas (%)
N Primer o .
locos polimérficos  Fraco Variavel Forte
1 OPA-01 9 6 0 0 100
2 OPA-03 1 3 0 0 100
3 OPM-01 5 0 100 0 0
4 OPM-03 4 3 0 0 100
5 OPC-01 13 7 0 0 100
6 OPC-02 12 0 0 0 100
7  OPB-01 3 2 33 0 67
8 OPB-04 13 7 85 15 0
9 OPB-05 4 0 100 0 0
10 OPB-06 9 1 44 0 56
11 OPB-07 7 0 71 29 0
12 OPB-08 1 0 100 0 0
13 OPB-10 7 0 100 0 0
14 OPB-12 2 0 0 0 100
15 OPB-13 1 0 100 0 0
16 OPB-15 4 0 100 0 0
17 OPB-17 5 0 80 0 20
18 OPB-18 8 1 0 0 100
19 OPP-01 9 8 89 0 11
20 OPP-02 9 5 78 0 22
21 OPP-04 7 1 14 86 0
22 OPP-05 1 0 100 0 0
23 OPP-06 1 5 27 18 55
24 OPP-07 12 9 58 33 8
25 OPP-08 9 5 0 67 33
26 OPP-09 6 1 50 0 50
27 OPP-10 3 0 100 0 0
28 OPP-12 3 0 0 100 0
29 OPP-13 6 0 33 0 67
30 OPP-14 14 10 21 57 21
31 OPP-15 17 4 41 18 41
32 OPP-16 14 1 79 14 7
33 OPP-17 4 2 50 0 50
34 OPP-18 4 2 50 50 0
35 OPP-19 6 2 50 50 0
Total 253 85 110 43 100
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5.2. Caracterizacio da variabilidade dentro e entre populac¢des

As cinco populagdes de Bothrops moojeni apresentaram uma baixa variabilidade
genética, observada para os 5 primers de RAPD utilizados (ver APENDICE) nos 75
individuos analisados. Considerando cada primer, o nimero de locos variou entre 9 e
18, com um total de 59 locos nas cinco populacdes (Tabela 5). Nas figuras 7 e 8
observa-se o perfil de amplificacdo das amostras de DNA dos individuos das
populacdes de Caigaca (Bothrops moojeni), utilizando-se os primers OPP-04 ¢ OPB-15,
respectivamente.

Tabela 5. Relagdo dos primers, suas seqliéncias de bases e o numero de

locos (NL), obtidos nas cinco populagdes de Bothrops moojeni.

Primer Seqiiéncia NL
OPB-18 CCACAGCAGT 18
OPP-15 GGAAGCCAAC 9
OPP-16 CCAAGCTGCC 9
OPP-04 GTGTCTCAGG 11
OPP-06 GTGGGCTGAC 12
Total 59
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Figura 7. Perfil eletroforético dos fragmentos RAPD amplificados utilizando o
primer OPP-04 com individuos de Bothrops moojeni. As colunas M
100bp, indicam o marcador de peso molecular (100 base pair ladder,
Pharmacia).
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Figura 8. Perfil eletroforético dos fragmentos RAPD amplificados utilizando o primer
OPP-15 com individuos de Bothrops moojeni. As colunas M 100bp, indicam
o marcador de peso molecular (100 base pair ladder, Pharmacia).

A proporcao de locos polimérficos variou entre 35% e 69% nas populagdes, com
um valor global de 81% (Tabela 6). A diversidade genética ou heterozigose esperada
(Nei, 1973), quando se considera todos os locos simultaneamente nos 75 individuos
variou entre 0 ¢ 0,5 (Figura 9), mostrando que existem locos com muita diversidade e
locos que ja ndo a possuem, indicando haver um processo de perda de diversidade
genética. Quando esta diversidade genética ¢ analisada por popula¢do observou-se uma
variagdo entre 0,11 e 0,17, com um valor global de 0,199 (Tabela 6). Como o valor
maximo esperado da diversidade genética quando se analisa um loco com dois alelos
(pressuposto do RAPD) ¢ 0,5, pode-se concluir que de maneira global a diversidade em

B. moojeni esta baixa, pois 0,199 ndo equivale nem a metade do valor esperado.
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(Prior et al., 1997). No entanto, este valor encontrado para Elaphe obsoleta ¢ bastante

semelhante ao encontrado neste estudo com B. moojeni (He = 0,199). Entretanto,
quando se compara estes resultados com outros estudos utilizando outros marcadores
moleculares percebe-se que o valor estd bem abaixo da média que foi igual a 0,540
(Tabela 7). Embora este tipo de comparacao deva ser realizado com muita cautela, pois
a comparagdo estd sendo feita entre diferentes estudos com diferentes espécies e
marcadores, ¢ o Unico pardmetro disponivel na literatura, ja& que este é o primeiro

trabalho que caracteriza a variabilidade genética em populacdes naturais de B. moojeni.

Tabela 7. Relagdo das referéncias dos 10 estudos de genética com serpentes, utilizando
diferentes marcadores moleculares, medida de diversidade genética (He) e
valor da estruturacao da variabilidade genética (Estatistica-F).

artigo marcador He Estatistica-F Espécie Referéncia
0,538 0,024 Thamnophis elegans :
! STR 0,588 0,035 Thamnophis siritalis Manier & Arnold, 2005
2 STR 0,75 - Natrix natrix Hille et al ., 2002
3 RAPD - 0,13 Vipera aspis Jaggiet al. , 2000
4 RAPD 0,155 0,26 Elaphe obsoleta Prior et al., 1997
5 isoenzimas 0,299 - Vipera berus Madsen et al.. , 1996
6 1soeSn;§n as : gzggg Thamnophis sirtalis Bittner & King, 2003
7 STR 0,714 0,006 Nerodia sipedon sipedon Prosser et al. , 1999
8 STR 0,53 - Thamnophis sirtalis McCracken et al ., 1999
9 STR 0,705 - Sistrurus c. catenatus Gibbs et al. , 1997
10 isoenzimas 0,581 0,031 Thamnophis sirtalis Lawson & King, 1996
média 0,54 0,072

STR = Short Tandem Repeats
RAPD = Random amplified Polimorphic DNA

A analise de variancia molecular (AMOVA) quando realizada considerando
todos os locos mostrou que, de fato, existe uma estrutura¢ao na variabilidade genética
destas populagcdes, com um () st 1gual a 0,1369, significativo ao nivel de 1% através de

10000 permutacdes aleatorias. Da diversidade genética total, cerca de 13% da

variabilidade genética esta “entre” as populagdes, enquanto que 86% da variacdo
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encontra-se “dentro” das populacdes (Tabela 8), o que poderia indicar que j& esta

ocorrendo uma redugdo na taxa de fluxo génico entre as populagdes.

Tabela 8. Quadro de Analise de Varidncia Molecular para cinco populacdes de
Bothrops moojeni, com base em 59 locos RAPD.

Fonte da Variaciao Grau de Liberdade Soma dos Quadrados Componente da Variacido % da Variacio
Entre populagdes 4 14 0,17335 Va 13,7
Dentro das populagdes 70 76 1,09207 86,3
Total 74 90 13

Prior et al. (1997), trabalhando com quatro populacdes de Elaphe obsoleta e 15

locos RAPD, encontrou um valor de ) s7 igual a 0,266, que comparado ao encontrado

neste estudo com B. moojeni esta alto. No entanto, quando se compara o valor
encontrado para B. moojeni aos outros estudos com serpentes que apresentou uma
média igual a 0,072 (Tabela 7), pode-se considerar que se trata de um consideravel nivel
de estruturacdo, o que determina estratégias especificas para a conservacdo da
variabilidade genética nesta espécie. Para fins de conservacdo in situ, na presenca de
elevados niveis de estrutura¢do recomenda-se amostrar o maior niumero possivel de
populagdes, na tentativa de maximizar a variabilidade genética a ser preservada.
Quando se pretende realizar coletas para a conservagao ex situ, 0 mesmo raciocinio deve
ser seguido amostrando individuos para a montagem do banco de germoplasma no

maior niumero possivel de populagdes.

O valor do © sT», para os pares de populacdo, variou entre 0,08 e 0,33, isso
mostra uma heterogeneidade destes valores nessa escala espacial (Tabela 9). O
agrupamento dessas distdncias reflete essa heterogeneidade. Considerando a escala
geografica em estudo (maior distdncia igual a 851,83 km — Tabela 10), algumas

populagdes que estdo proximas geograficamente apresentam uma consideravel



53
divergéncia genética, como ¢ o caso das populacdes Sonora-MS e Jatai-GO (343,38

Km); Minacu-GO e Goiania-GO (361,84 Km) com () st igual a 0,15 e® srigual a
0,11, respectivamente. Apesar de estarem mais proximas essas populagdes ocorrem em
areas predominantemente urbanizadas e quase completamente cobertas por monocultura
e pastagens, isso poderia tornar restrito o movimento das serpentes, dificultando a
possibilidade de fluxo génico aumentando, desta maneira, a estruturacdo da

variabilidade genética.

A estruturacdo genética entre Canabrava-MT e Sonora-MS (818,54 Km; (DST

= 0,08) se mostrou menor comparando com Sonora-MS e Jatai-GO (343,38; O sT =
0,15). Apesar das distancias geografica e genética ndo estarem correlacionadas, os
dados obtidos ndo se tornam inconsistentes se analisados a luz do padrdo de degradagao
ambiental que ocorre no Centro-Oeste nas ultimas décadas. Areas de lavouras
predominam na regido do Estado de Goids e Mato Grosso do Sul (Jatai e Sonora,
respectivamente). Ao contrario da area correspondente ao Estado do Mato Grosso que ¢
o menos afetado pelo cultivo e pastagens. Desta forma, as populagdes de Sonora-MS e
Jatai-GO estdo restritas a ilhas de vegetagdo, o que contribui sobremaneira para o
isolamento das populagdes, tornando uma distancia geografica pequena praticamente
intransponivel. Entretanto, a maior area continua de Cerrado se concentra entre as

populacdes de Sonora-MS e Canabrava-MT. Isso possibilita o fluxo de individuos entre

as duas areas distantes mais de 800 km, justificando os valores de @, encontrados.

O processo de fragmentacdo proporciona a formagdo de “ilhas” de
remanescentes que levam as populagdes a evoluir independentemente umas das outras,
produzindo, desta forma, heterogeneidade espacial da variabilidade genética (alta
estruturacdo) e auséncia de padrdo espacial na variabilidade genética (Sokal, 1986),

como o que foi encontrado nestas populagdes de B. moojeni neste estudo.
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Tabela 9. Valores de ®@gr par a par entre as cinco populagdes de Bothrops moojeni, com

base em locos RAPD.
1. Sonora (MS) 2. Canabrava (MT) 3. Goiania (GO) 4. Jatai (GO) 5. Minacu (GO)
1. Sonora (MS) 0 0,08771 0,12307 0,15079 0,12691
2. Canabrava (MT) 0,08771 0 0,16343 0,33987 0,08403
3. Goiania (GO) 0,12307 0,16343 0 0,09259 0,11998
4. Jatai (GO) 0,15079 0,33987 0,09259 0 0,25541
5. Minacu (GO) 0,12691 0,08403 0,11998 0,25541 0

Tabela 10. Distancia geografica (km) entre as cinco populagdes de Bothrops moojeni.

1. Sonora (MS) 2. Canabrava (MT) 3. Goiania (GO) 4. Jatai (GO) 5. Minagu (GO)
1. Sonora (MS) 0 818,54 605,15 343,38 851,83

2. Canabrava (MT) 818,54 0 671,73 739,37 4547

3. Goiania (GO) 605,15 671,73 0 290,99 361,84

4. Jatai (GO) 343,38 739,37 290,99 0 607,87

5. Minagu (GO) 851,83 454,71 361,84 607,87 0

Em geral, grandes populagdes t€ém uma maior variacdo genética e, portanto, a
probabilidade de depressdo por endogamia vai diminuir. Os efeitos da depressao por
endogamia sdo encontrados numa grande variedade de animais (Frankham et al., 1996;
Frankham et al., 2003; Frankham et al., 2004; Beebee & Rowe, 2004) ¢ também em
serpentes. Numa pequena e endogamica populacdo de Vipera berus na Suécia, as
fémeas possuiam uma prole de tamanho menor do que o esperado e uma taxa maior de
recém nascidos com deformidades (Madsen et al., 1996).

Ujvari et al. (2002), utilizando dados provenientes de marcador do tipo RFLP
avaliou e comparou a diversidade genética de pequenas populacdes da serpente Vipera
ursinii rakosiensis da Hungria com grandes populagdes de Vipera ursinii renardi da
Ucrania. Nessas populacdes hungaras, severamente acometidas pelos efeitos da
depressdo por endogamia, observou-se reduzida variabilidade genética comparando-se

com as serpentes Ucranianas. Deste modo, pode-se perceber que um aumentado grau de
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endogamia poderia afetar também B. moojeni de forma semelhante, tendo em vista

que suas populagdes também estdo ameacadas pela destruicdo de seu habitat e
conseqiiente reducao da variabilidade genética.

Na serpente Notechis scutatus com a ampliacdo do isolamento populacional, foi
percebido um aumento no numero de observagdes de anomalias nas escamas ventrais.
Também foi observado um aumento na freqiiéncia de individuos andmalos em
populacdes suecas de Vipera berus amostrada em ilhas situadas bem distante do
continente (Merild et al., 1992). Ujvar et al. (2002) relatou casos de sérias anomalias
nas escamas que comprometiam ndo s6 a movimentagdo, mas também a posicao dos
olhos nos individuos; ainda foram descritos diminui¢do do tamanho da prole e baixa
taxa de sobrevivéncia. Esse tipo de anomalia nas escamas diminui a chance de
sobrevivéncia, uma vez que ¢ um fator de dificuldade na locomog¢ao do animal, isso
pode aumentar o risco de predacao e diminuir a habilidade de cagar uma presa (Forsman
etal., 1994).

A fragmentacdo de habitat, a qual estdo sujeitas as populacdes das diferentes
espécies pode levar a um grau de isolamento nas populagdes que, por sua vez, também
pode aumentar a estruturagdo, o isolamento, ¢ a redu¢do do tamanho das suas
populacdes (Stow & Briscoe, 2005), podendo também causar uma depressdo por
endogamia em médio e longo prazo. No caso das populagdes de B. moojeni o
isolamento atualmente observado, como conseqiiéncia da degradagdo de seu habitat,
pode se tornar um grande problema para esta espécie.

Em B. moojeni, nao foram encontrados estudos abordando a presenca de
anomalias em populacdes selvagens. Existem relatos de anomalias como lipomas
apenas em populagdes ha muitos anos em cativeiro (Cassali et al., 2004). Foi registrada,
todavia, a infec¢do por trematdodeos parasitas da cavidade oral e esdfago em uma

populacdo selvagem de B. moojeni proveniente de resgate de fauna em Porto Primavera
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em Sao Paulo, depois da construcdo da Hidroelétrica de Sergio Motta (Barrela &

Silva, 2003; Silva et al., 2005). Neste caso, a presenga de parasitas nao teria relagdo
com isolamento populacional ou depressao por endogamia (causada por uma reducao de
habitat), mas sim a drastica alteracao ambiental e o estresse multi-fatorial aos quais os
animais foram submetidos, que poderiam ter favorecido o ciclo dos parasitas. Apesar de
ndo haver nenhum registro na literatura de anomalias resultantes de efeitos de
isolamento populacional em individuos selvagens de B. moojeni, nao é possivel
descartar que implicagdes semelhantes de isolamento populacional e depressdo por

endogamia poderiam acometer também individuos dessa espécie.

5.3. Divergéncia e padrio espacial da variabilidade genética

As distancias genéticas quando agrupados pelo UPGMA mostraram uma
correlacdo cofenética do agrupamento relativamente baixa (0,59), de modo que as
ligagdes do dendrograma ndo refletem corretamente os padrdes multivariados de
distancia genética (Figura 10). Essa correlacdo cofenética baixa ¢é esperada para
sistemas que ndo apresentam uma estruturagdo hierarquica muito clara (Rodrigues &

Diniz-Filho, 1998).
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Figura 10. Padrao de divergéncia genética entre as 5 populagdes de Bothrops moojeni,
definido pelo agrupamento por UPGMA, com base nas distancias
genéticas (dDsr). Correlacao cofenética igual a 0,59.

Ainda no sentido de investigar o padrdo espacial, o teste de mantel apresentou
uma correlacdo matricial entre distdncia genética (®gsr) e geografica igual a 0,294 (P =
0,22, com 5000 permutagdes) (Figura 11). Esses resultados mostram que, de fato, a
distancia geografica sozinha ndo explica a heterogeneidade da variabilidade genética
entre as populagdes de B. moojeni. Isso pode ser explicado pelo pequeno nimero de
populagdes utilizado neste estudo, considerando que a area total distribuicdo da espécie
ndo foi contemplada, necessitando, desta forma, um estudo em maior escala espacial
para a confirmacao deste padrdo.

Todavia, outros estudos com serpentes, que amostraram populagdes por toda a
area de ocorréncia da espécie, também ndo puderam estabelecer uma forte correlagdo
entre padrdes de distribuigdo genético e espacial das espécies de serpentes Sistrurus
caetenatus e Vipera aspis (Gibbs et al., 1997; Jaggi et al., 2000). Foi sugerido que,

nessas populagdes, o processo de isolamento populacional comegou num periodo
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relativamente recente, para que se pudesse estabelecer uma relacao clara entre as

estruturas geografica e genética. Isso também poderia ser utilizado para explicar a fraca
correlagdo nas populacdes de B. moojeni, todavia, seria necessario um outro estudo mais

abrangente para esse tipo de inferéncia seja feita com seguranga.
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Figura 11. Relagdo entre as distdncias genéticas obtidas na AMOVA e as distancias
geograficas (r = 0,294; P = 0,2234 com 1000 permutacdes do teste de
Mantel), para as cinco populagdes de Caigaca.

5.4. Levantamento cienciométrico e bibliografico do nivel de conhecimento e da

importancia da espécie B. moojeni para a area da saude.

A partir do resultado do levantamento cienciométrico no sitio “Institute for

Scientific Information” (ISI), pdde-se perceber que quando a palavra utilizada na busca
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foi “serpente” dos 869 artigos encontrados, 51% sao oriundos da area de zoologia,

sugerindo que ainda sdo basicos os conhecimentos acerca das espécies deste grupo de

animais (Figura 12). Nesta mesma busca ainda ¢ possivel observar que apenas cerca de

9% dos artigos dizem respeito as areas de genética e conservagao da biodiversidade. E

interessante ressaltar que este resultado diz respeito as serpentes do mundo todo.
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Figura 12. Porcentagem de artigos utilizando a palavra-chave
“Institute for Scientific Information” (ISI).
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“serpente” no sitio

Quando se analisa o resultado da busca com a palavra-chave “Bothrops” foram

encontrados 1429 artigos e o que se pode perceber ¢ que a grande maioria destes ¢

oriunda de pesquisas com aplicagdes na area da salide que tais como Farmacologia &

Farmacia (32%), Toxicologia (30%), Bioquimica & Biologia Molecular (25%),

Biofisica (7%) e cerca de 6% dos artigos na area de zoologia (Figura 13).
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Figura 13. Porcentagem de artigos utilizando a palavra-chave “Bothrops” no sitio
“Institute for Scientific Information” (ISI).

Infelizmente quando a busca foi realizada utilizando como palavra-chave o
nome da espécie B. moojeni apenas 104 artigos forma encontrados. Semelhante ao
resultado encontrado para os trabalhos com Bothrops, cerca de 65% se concentram nas
areas de Bioquimica & Biologia Molecular, Toxicologia e Farmacologia & Farmacia
(Figura 14). O restante esta praticamente com artigos nas areas correlatas a saude e
cerca de 9% em zoologia. Da andlise conjunta de toda esta busca percebe-se que a
grande maioria dos estudos com serpentes estdo sendo desenvolvidos nas 4reas mais
estritamente relacionadas a saude, mostrando a importancia de se investir tanto em
estudos genético-populacionais quanto genético-evolutivos, fornecendo desta maneira
mais informagdes para subsidiar, complementar e direcionar os trabalhos com

aplicacdes mais imediatas na area da saude.
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Figura 14. Porcentagem de artigos utilizando a palavra-chave “Bothrops moojeni” no
sitio “Institute for Scientific Information” (ISI).

Tradicionalmente, a herpetofauna ndo costuma inspirar afinidade aos homens. E
as serpentes ndo sdo uma excegdo, apesar de seu papel importante na natureza, ao
contribuirem para o controle de pequenos roedores que se reproduzem rapidamente, se
alimentam das safras de graos e sdo potencialmente transmissores de doencas (Marques
& Sazima, 2003).

O trabalhador rural sempre foi, e continua sendo, registrado como a vitima mais
freqliente dos acidentes ofidicos (Figura 15), e os acidentes com serpentes do género
Bothrops ainda sd3o os mais comuns, sempre aparecendo em maior porcentagem nos
registros ao longo dos anos (Ribeiro & Jorge 1995; Aratjo et al., 2003; Bochner &

Struchiner, 2003).
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Figura 15. Lesdo causada por picada de Bothrops moojeni (Lanzenotter, 2006).

Os acidentes com serpentes podem possuir diferentes niveis de gravidade, os
quais sao determinados por alguns fatores como peso, idade, estado de saude geral do
acidentado, local da picada e tempo decorrido entre o acidente e o inicio do tratamento
(Franca & Malaque, 2003). Os acidentes botropicos resultam em amputacdo de
membros em 0,7% dos casos, e morte da pessoa picada em 0,3% dos casos (Araujo et
al., 2003). Percebe-se que a morte € rara, principalmente, se o tratamento com o soro
especifico ¢ iniciado logo apds a picada. Mas o dano local ao tecido pode ser severo e
amputagdes de membros necrosados nao ¢ pouco comum quando ocorre a demora da
aplicacdo do tratamento. O veneno dessa serpente pode ter um efeito tdo violento que
até mesmo funciondrios do Butantan que receberam o soro dentro de minutos apos a
picada sofreram danos permanentes no tecido do membro atingido. Uma das
caracteristicas dos sintomas na acao do veneno de Bothrops moojeni ¢ que ele varia de
acordo com a idade dos animais. Picadas de espécimes juvenis tem mais chance de

desencadear a ndo-coagulacdo do sangue do que dano local no tecido atingido pela
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picada (que ¢ caracteristico de espécies adultas) (Wiister, 1997; Franca & Malaque,

2003).

O veneno de B. moojeni, bem como de outras serpentes do género Bothrops,
possui diversas caracteristicas que ainda ndo estdo totalmente elucidadas, porém, sabe-
se que este veneno pode causar edema, necrose, intensa dor no local da picada, intensa
inflamacdo, equimose, contaminagdo bacteriana, formacdo de abscessos, acentuada
mionecrose, a¢do proteolitica, hemorragica e coagulante. Apesar de parecer
contrastante, o veneno de B. moojeni possui esses dois tipos de atividades antagdnicas.
Sendo que sua atividade hemorragica ¢ devida principalmente a componentes
especificos, chamados hemorraginas (que sdo metaloproteinases que contém zinco), elas
sdo inibidoras da agregacdo plaquetaria e degradam varios componentes da matriz
extracelular. A atividade coagulante do veneno de B. moojeni foi observada in vitro, nao
possuindo efeito importante no acidente ofidico, apesar de seu potencial aplicagdo na
saude sob a forma da cola de fibrina, discutido adiante (Cardoso et al., 2003; Franca &
Malaque, 2003).

Boer-Lima et al. (2002) demonstraram que o veneno de Bothrops moojeni tem
uma atividade direta nos rins de cobaias causando proteintria e alteragdes estruturais no
epitélio e em capilares. Isso explica as manifestagcdes clinicas de dano renal depois de
mordidas desta e de outras espécies do género Bothrops.

Alguns tratamentos preconizados pela sabedoria popular como extrato da planta
Casearia silvestris tem demonstrado in vitro sucesso na neutralizagao de algumas das
varias atividades biologicas do veneno de B. moojeni, como a inducdo de edema e
também a inibi¢do de miotoxinas presentes no veneno. Esses estudos sdo preliminares e
ainda nd3o mostram resultados que permita a sua utilizagdo, sendo a soroterapia
considerada o unico tratamento eficaz para a neutraliza¢do da peconha ofidica (Borges,

2001).



64
A soroterapia ¢ utilizada em conjunto com outros tratamentos, como o uso de

antibiodticos para prevenir ou curar infeccoes bacterianas locais; também
antiinflamatérios, para diminui¢do de reagdes inflamatérias; e diuréticos, para uma
rapida eliminagao do veneno, podem ser usados para auxiliar melhora do quadro clinico,
jamais substituindo, entretanto, a utilizagdo da soroterapia (Santos et al., 2000; Amaral,
2003).

Tradicionalmente utiliza-se o cavalo para o processamento do soro, entretanto,
diversos tipos de animais podem ser usados para a produg¢do de soros antitoxinas
(ovelhas, cabras, caes, coelhos, galinhas- onde os anticorpos sdo isolados da gema de
ovo). O sucesso da neutralizagdo de veneno animal depende principalmente da
constitui¢do do soro. Ele deve ser constituido pelos principais anticorpos contra as
principais toxinas responsaveis pela acdo sistémica e local do veneno. Outro fator
importante, ¢ o isolamento e purificacdo das imunoglobulinas que constituem esse soro,
devido, principalmente a reacdes de hipersensibilidade que podem ser observadas.
Muitos métodos de purificagdo do veneno se baseiam em técnicas nao seletivas, por
exemplo, precipitacdo por sulfato de amonio (Figura 16). No entanto as metodologias
ideais sdo aquelas que envolvem o isolamento das imunoglobulinas por método
seletivo. Neste tipo de método ocorre a ligagdo das imunoglobulinas a resinas acopladas
com proteinas bacterianas (proteina A ou G) que interagem de forma especifica com
moléculas de Imunoglobulinas. Nessa metodologia observa-se a diminui¢do da presenga
de proteinas heterdlogas no soro, sendo estas relacionadas com a hipersensibilidade

(Cardoso et al., 2003).
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Figura 16. Planta de Fracionamento de soro antiofidico da produgdo de soro pelo
Instituto Butantan (Cardoso et al., 2003).

Outra técnica considerada mais eficiente ¢ a cromatografia por alta afinidade.
Essa técnica ocorre o isolamento do isotipo de imunoglobulina de cavalo - I1gG(T)-
predominante nos antivenenos de serpentes. Para a realizacdo da técnica sdo utilizadas
colunas cromatograficas, nelas, ocorre o acoplamento da resina com os anticorpos
monoclonais anti-IgG(T) de cavalo (Cardoso et al., 2003).

Silva et al., (1989) estudaram o veneno de 10 serpentes do género Bothrops e
sdo responsaveis pela composicdo atual do antigeno botrdpico, uma mistura do veneno
de cinco espécies de serpente deste género, sendo elas, B. jararaca, B. alternatus, B.
Jjararacussu, B. neuwidi e B.moojeni. A propor¢do do veneno de cada uma ¢ 50%,
12,5%, 12,5%, 12,5%, respectivamente.

O veneno de Bothrops moojeni (bem como de outras serpentes peconhentas) ¢
uma mistura complexa de proteinas com atividade bioldgica, possuindo grande interesse
médico-cientifico e podendo ser utilizado como modelo para o desenho de novos

farmacos de aplicagdo na saude (Marcussi, 2003).
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A miotoxina II (Figura 17) ¢ uma miotoxina do tipo fosfolipase A2 (atua

catalisando fosfolipideos) isolada do veneno de Bothrops moojeni, foi caracterizada
funcional e estruturalmente. A sua caracterizagdo funcional revelou seus efeitos
antitumorais, antimicrobianos e antiparasitarios. Esse estudo também demonstrou que a
miotoxina II de B. moojeni apresenta atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias
(Escherichia coli e Candida albicans), atividade antitumoral contra o tumor ascitico de
Erlich (uma hiperplasia prostatica benigna), adenocarcinoma de mama, leucemia de
células T e efeitos antiparasitarios contra Schistosoma mansoni e Leishmania spp., 0
que faz da miotoxina II um promissor modelo molecular de futuras aplicagdes
terapéuticas desta proteina multifuncional ou peptideos derivados. Existem indicios da
presenca de sitios cataliticos diferentes daqueles descritos até hoje, o que acenaria para
um ainda maior numero de possiveis aplicacdes na saude (Marcussi, 2003; Stabeli,

2006).

Figura 17. Estrutura terciaria da Miotoxina II isolada do

veneno de Bothrops moojeni (Watanabe et al. 2005).
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Outro tipo de enzima também isolada e que compde o veneno de Bothrops

moojeni ¢ a enzima L-aminodcido oxidase que participa do envenenamento atuando
sobre plaquetas, induzindo citotoxicidade e apoptose celular. Isolada e purificada ela
apresenta atividades coagulante; edematogénica; hemorrdgica; proteolitica sobre
fibrinogénio, bactericida sobre Escherichia coli e antiparasitaria sobre diferentes
espécies de Leishmania, demonstrando o potencial para o desenvolvimento de farmacos
(Marcussi et al., 2003).

Outra enzima que foi purificada e caracterizada do veneno de B. moojeni ¢ a
Trombin-Like (BthTIl). Essa enzima age de maneira similar a trombina, proteina
humana que atua na coagulacdo do sangue, tendo potencial acdo clinica na prevengdo e
no tratamento de doengas vasculares como infarto, derrame cerebral e trombose. Essa
enzima teria utilidade em transplantes de 6rgdos e cirurgias vasculares, pois melhora a
circulagdo sanguinea e previne a formacdo de novos coagulos na superficie desses
orgdos (Oliveira, 2001). Uma outra possivel utilizagdo dessa enzima seria na suturag@o
em cirurgias. A chamada cola de fibrina vem sendo estudada ha alguns anos por suas
potencialidades de uso na medicina (Thompson & Letassy, 1988). Geralmente, ela ¢
composta por duas solu¢des separadas de fibrinogénio e trombina. Quando misturados,
esses componentes imitam os ultimos estadgios de coagulagdo para formar um codgulo
de fibrina. A cola de fibrina ja estd disponivel na Europa, mas ndo ¢ comercializada nos
Estados Unidos. Ela pode ser aplicada via seringa ou por aspersdo e tem sido utilizada
numa grande variedade de procedimentos cirurgicos, sua utilizagdo ¢ bastante util em
pacientes que receberam heparina e requerem circulagdo extra corporal, o principal
problema ¢ a transmissdo de doengas através do doador do sangue. O modo mais seguro
¢ preparar a fibrina com o sangue do proprio paciente para preparar a cola de fibrina. De

modo geral, ¢ bastante 1til para o controle de sangramento em pacientes que vao se
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submeter a procedimento cirtrgico (Narakas, 1988; Caldas Neto et al., 2002; Torres

et al.,2003).

A partir da verificagdo da atividade coagulante in vitro, tornou-se vidvel a
possibilidade da producdo da “cola de fibrina”, derivada do veneno de B. moojeni. Essa
cola de fibrina, geralmente utiliza como componente a trombina humana. No organismo, a
trombina entra em contato com o fibrinogénio, proteina inativa do plasma, responsavel
pela coagulagdo do sangue. A trombina ativa essa proteina, que se transforma em fibrina.
A combinagdo da trombina com o fibrinogénio plasmatico d4 origem a uma espécie de
coagulo (fibrina) na regido onde ocorreu a lesdo ou onde foi fechada a cirurgia, resultando
na cicatriza¢ao. O maior beneficio de sua utilizagdo em relagdo aos métodos classicos de
suturagao ¢ o poder aumentado de coagulacdo, evitando excessivas perdas de sangue. A
“cola de fibrina” também impede a formacao de marcas ou cicatrizes no local da lesdo.
Outra vantagem da cola € ndo ser necessario retirar 0s pontos, pois 0 organismo reabsorve
essa substancia. Ainda ndo existem dados publicados a cerca da cola de fibrina proveniente
de B. moojeni, apenas informagodes no site do Jornal de Uberlandia e notas publicadas no
site do Renctas.

Dados referentes a relatorios do Instituto Butantan ilustram como a atividade
humana tem causado um grande impacto nas populagdes de serpentes. Ha algumas
décadas ja se vem percebendo uma inversdao no niumero de espécies pegonhentas e nao
peconhentas nas areas agricolas. Das serpentes recebidas pelo Instituto Butantan no
periodo de 1901 até 1977, 817.681 eram pegonhentos, ¢ 281.587 eram ndo pegonhentos
(Bochner & Struchiner, 2003; Melgarejo, 2003). A propor¢do que se espera entre
serpentes nao pegonhentas e peconhentas seria de 4:1 a 5:1, ou seja a proporgao
observada foi quase o inverso do esperado (3 venenosas para 1 ndo venenosa). A
caissaca (B. moojeni) foi recebida em nimero de 1,6% do total no primeiro periodo

(1901-1977), contra 4,4% no segundo (1994-1995). Isso vem a corroborar a teoria de
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que esta espécie possui uma grande habilidade de se adaptar aumentado, deste modo,

o numero de suas populagdes (Melgarejo, 2003).

Como a maioria dos espécimes recebidos pelo Instituto Butantan originam-se de
areas agricolas, o aumento do nimero de serpentes venenosas se deve, principalmente, a
maior quantidade de alimento disponivel. Serpentes venenosas se alimentam de
roedores considerados pragas nas areas agricolas, sendo, portanto, sua quantidade bem
maior nessas areas do que em matas. Os viperideos, que agrupam a grande maioria das
serpentes venenosas, alimentam-se de roedores, o que pode explicar o fato apresentado

(Melgarejo, 2003).

5.5. Implicacdes e sugestdes para a conservacio da espécie Bothrops moojeni

Os resultados do presente trabalho demonstram que a diversidade genética
dessas populagdes ¢ baixa para uma espécie que € considerada abundante na regido do
Cerrado, denotando a importancia de estratégias de manejo e conservagdo para B.
moojeni. Uma parte consideravel da diversidade se encontra dentro das populacdes que
apresentaram também um consideravel nivel de isolamento. Esta ¢ uma espécie de
serpente que utiliza pequenas areas por um longo periodo de tempo ¢ apresenta baixa
mobilidade. Esse comportamento justificaria o nivel de isolamento encontrado entre
varias das populagdes estudadas neste trabalho.

Dentro deste contexto, percebe-se que a extingdo da populacdo de Minagu (He =
0,16) seria uma importante perda da diversidade genética dessa espécie no Estado de
Goias. Neste Estado, a baixa estruturacdo genética entre as populagdes do estado de
Goias Goiadnia e Jatai, pode ser considerada como uma evidéncia de que deslocar
individuos entre essas populagdes pode ser uma alternativa para aumentar a viabilidade
de uma populacdo com o menor nivel de diversidade encontrado e, portanto, muito

vulneravel a extingao.
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No entanto, estudos neste sentido devem ser realizados com B. moojeni, pois

em algumas espécies a introduc¢ao de individuos oriundos de outras populagdes ndo ¢
bem sucedida. Como os dados aqui apresentados se baseiam em marcadores genéticos
em regides do genoma consideradas neutras do ponto de vista evolutivo, esse tipo de
inferéncia deve ser feito com cautela, uma vez que outras por¢des do genoma de B.
moojeni podem ser altamente diferenciadas. Desta forma, mesclar essas populagdes
poderia causar depressdo por exogamia. Entretanto, Madsen et al. (1999) tiveram
sucesso em restaurar a variabilidade genética de uma populagdo da serpente Vipera
berus, através da introducdo de novos individuos (provenientes de populacido grande e
geneticamente variavel) tendo como base dados genéticos gerados por marcadores
RFLP, mostrando a importancia de estudos de caracterizagdo da variabilidade genética
na conservacao das espécies.

A baixa divergéncia genética entre Jatai e Goiania, no Estado de Goids, mostra
que a extingdo de uma das duas populacdes ndo implicaria numa grande perda de
diversidade genética para a espécie no Estado de Goias, mas a extingdo de ambas seria
altamente prejudicial. Levando em conta que muitas vezes a decisdo de escolher entre
determinadas areas a serem conservadas é necessaria, este ¢ um dado importante. E de
comum acordo que populagdes que estdo isoladas ou localizadas perifericamente na
area de distribuicdo de uma espécie deveriam apresentar reduzida heterozigosidade
exatamente pela impossibilidade de fluxo génico nessas populagdes isoladas ou situadas
perifericamente (Frankham et al., 2004). No entanto, este estudo mostra que isso ndo ¢
verdadeiro para a populagdo de Canabrava-MT que se localiza no limite noroeste da
distribuicdo da espécie e apresentou a maior diversidade genética para os locos RAPD
analisados. Esse resultado concorda com Dessauer et al (1987) que estudando
populacdes da serpente Tamnophis ssp., também ndo encontrou baixos niveis de

diversidade para populagdes situadas na periferia da distribuigdo da espécie.
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Apesar do nivel de Heterozigosidade das populagdes de Canabrava-MT e

Sonora-MS serem classificados como baixo, essas foram as populagdes que exibiram o
maior nivel de diversidade genética entre as populacdes de Bothrops moojeni.
Entretanto, o fato dessas serpentes terem sido coletadas num resgate da fauna e flora de
uma regido que foi completamente inundada (sofreram a destruicdo de seu habitat)
demonstra que B. moojeni, provavelmente, ja perdeu uma consideravel por¢ao da sua
variabilidade genética.

Entre as populagdes analisadas neste estudo, as populagdes do Estado de Goias:
Goiania, Minagu ¢ Jatai apresentam os menores niveis de heterozigosidade. Schwaner et
al. (1990) estudaram a variacdo de proteinas em populagdes da serpente Notechis
scutatus ¢ mostraram a correlagdo negativa que existe entre a baixa heterozigosidade ¢ o
grau de isolamento das populagdes. O estudo de Schwaner et al. (1990) mostrou
também que a heterozigosidade baixa estava fortemente relacionada com a presenga de
anormalidades no esqueleto e em escamas, isso poderia ser um indicativo das
conseqiiéncias geradas pela perda de diversidade genética. Estudando serpentes Vipera
berus Madsen et al. (1996) também apdiam a idéia que isolamento populacional,
variabilidade genética e caracteristicas adaptativas estdo interrelacionados em serpentes.

Em relacdo a estruturacdo da variabilidade genética, foi demonstrado que existe
uma baixa divergéncia entre as populacdes de Sonora-MS e Canabrava-MT que estio
separadas entre si por 818,54 km de distancia. J4 em Canabrava-MT e Jatai-GO, com
uma distancia geografica similar (739,37 km), foi encontrado um grau de estruturagao
genética quase 4 vezes maior comparando com aquele entre Sonora-MS e Canabrava-
MT. Considerando o grau de fragmentacdo que percebemos no Bioma Cerrado, no
entanto, esses dados ndo sdo contrastantes. Se observamos no mapa (Figura 18),
veremos que regido geografica entre as populagdes de Canabrava-MT e Jatai-GO ¢ uma

area extremamente degrada, possuindo grandes extensdes de lavoura. Apesar de ser uma
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serpente bem adaptada as areas de lavoura, a extensdo da antropizagdo na area que

separa essas duas populacdes proporciona um obstaculo grande & movimentacao dessa
espécie, explicando o baixo nivel de estruturagao encontrado entre elas. A antropizagao
no Estado de Goiés seguiu tal padrao, que tornou a populacao de Jatai-GO praticamente
isolada e cercada por todos os lados de area antropizada, o que justificaria o nivel de
estruturacdao tao alta. Dentro deste contexto, podemos perceber que a populagdao de
Jatai-GO apresenta os maiores valores de ®st comparando com as outras populacdes
(Jatai-GO e Sonora-MS = 0,15; Jatai-GO e Minagu-GO = 0,25). O unico valor baixo de
estruturagao foi entre Jatai-GO e Goiania-GO (0,09), esse valor pode ser explicado pela
distancia geografica bem menor entre elas. Por outro lado, a area entre as regides de
Sonora-MS e Canabrava-MT, apesar de extensa, se encontra bem menos fragmentada,

mostrando que a espécie teria mais facilidade para atravessar essa area.
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Figura 18. Mapa mostrando o nivel de antropizag@o na regido Centro-Oeste (IBGE,
2000).

Outro fator que apdia essa hipdtese ¢ o fato de Sonora-MS apresentar uma
estruturacdo genética bem maior (50%) em relacdo as populagdes de Goias. Isso
concorda com o padrido de antropizacdo atual do Centro-Oeste que coloca Sonora-MS
como estando isolada em relacdo as populacdes de Goids. Assim, observamos que os
dados aqui apresentados de estruturacdo genética também sdo compativeis com o

padrdo de antropizagdo da regido que cerca Minagu-GO, deixando essa populagdo
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isolada em relagdo a todas as demais populacdes. Sendo que o menor valor de ®st

encontrado, ¢ justamente em relagdo a Canabrava-MT, entre essas duas populagdes
existe a area de antropizag@o mais estreita, permitindo o deslocamento de B. moojeni.
Neste sentido, os dados aqui apresentados sugerem que, nas populagdes de B.
moojeni analisadas, estratégias de manejo e conservacdo devam ser aplicadas com
urgéncia, no sentido de preservar uma espécie de grande importincia ndo sd para o
bioma Cerrado, mas também para a area da satde. A regido de Minagu pode ser
considerada a drea mais importante para ser conservada, no sentido de se preservar uma
boa quantidade da variabilidade genética avaliada neste estudo para esta espécie

Bothrops moojeni.
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6. CONCLUSOES

Com base em uma avaliagdo do padrio de bandas foram selecionados 14
primers RAPD (OPA-01, OPA-03, OPB-04, OPB-06, OPB-18, OPM-01, OPP-
04, OPP-06, OPP-07, OPP-08, OPP-13, OPP-14, OPP-15, OPP-16);
As populacdes de Bothrops moojeni apresentam baixos niveis de diversidade
genética para os cinco primers locos RAPD avaliados (OPB-18, OPP-04, OPP-
06, OPP-15, OPP-16);
A variabilidade genética se encontra significativamente estruturada entre e dentro
das cinco populacdes de Bothrops moojeni avaliadas;
Nao foi encontrado um padrao espacial significativo da variabilidade genética nas
populagdes de Bothrops moojeni para estes locos RAPD;
A grande maioria dos artigos publicados no sitio “Institute for Scientific
Information” (IS]) utilizando a espécie Bothrops moojeni se concentram nas areas
de Bioquimica & Biologia Molecular, Toxicologia e Farmacologia & Farmacia,
ndo existindo nenhum trabalho publicado, até a presente data, que avalie a
variabilidade genética desta espécie;
Pode-se verificar que existe uma ampla possibilidade de utilizagdo do veneno de
B. moojeni, ndo s6 na soroterapia mais também para o desenho de novos
farmacos de aplicacdo na satde, tais como antitumorais, antimicrobianos e
antiparasitarios;
Deve-se proceder com certa urgéncia a uma analise mais sistematica e de maior
magnitude para avaliar a variabilidade genética desta espécie que além de sua
importancia para a conservagdo ¢ uma espécie de muito interesse para a area de

saude.
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8. ANEXO

Protocolo de extracdio de DNA a partir de sangue adaptado de GFX”™ — Kit De

Purificacdo De Dna A Partir De Sangue.
1. Coleta do material

e O sangue deve ser coletado em vacuteiner contendo EDTA, em seguida estocado
em geladeira a 4°C para evitar a coagulacdo do sangue e a degradagdo do DNA. Para
melhores resultados o sangue deve permanecer na geladeira por no méaximo 2 dias.
O sangue congelado apresentara menor rendimento do que o sangue fresco.
2. Preparo do material a ser utilizado na extracdo para cada amostra:

e 1 tubo eppendorf de 2,0ml

e [ tubo coletor

e 1 coluna com matriz de fibra

1 eppendorf de 1,5ml
obs.: ligar o banho-maria e colocar os tampdes de extragdo e eluicdo para aquecer
3. Método Scalable — para extracio de DNA a partir de pequenas amostras de
sangue
Este procedimento pode processar mais de 300ul de sangue, com um rendimento de
4,5a7,5ug de DNA, proveniente de 300ul de sangue total (o qual contém
aproximadamente 3 x 10° de células nucleadas).
¢ Procedimento:
3.1 Lise das células
- adicionar 3X do volume da amostra do tampao RBC Lysis Solution e
misturar por inversao.
- Para a extragdo do DNA de Bothrops moojeni acrescentava-se 10 pl de

tampao RBC Lysis Solution para 30ul de sangue. Caso a quantidade de
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sangue fosse menor do que 10ul, a quantidade de RBC Lysis Solution

acrescentada era sempre de 30ul.

- incubar a mistura de lise por 5 minutos em temperatura ambiente, em
seguida centrifugar a 14000rpm em microcentrifuga por 35 segundos.

- remover o sobrenadante, o residuo (aproximadamente 20ul) ¢ utilizado
para resuspender as células antes da extragao.

3.2 Extracao:

resuspenda as células brancas do sangue, no mesmo tubo de /ise, com o

auxilio de um vortex .

- adicionar 500ul de tampao de extracdo (Extraction Solution), para
suspender as células brancas do sangue, ¢ misturar com o auxilio de um
vortex.

- incubar a mistura de extracdo por 5 minutos em temperatura ambiente.

Durante a incubacdo, colocar as colunas em tubos coletores para o

numero de amostras analisadas.

obs.: pré-aquecer o tampao até 70°C.
3.3 Recuperaciao do DNA
- transferir toda a mistura da extra¢do para uma coluna (GFX Column), em
seguida centrifugar a 8000rpm por 1°10”.
- descartar o liquido do tubo coletor ¢ em seguida, colocar a coluna
novamente no mesmo tubo coletor.
3.4 Lavagem
- adicionar novamente mais 500ul de solu¢do de extragdo (Extraction
Solution) a coluna dentro do tubo coletor e em seguida, centrifugar a

8000rpm por 1°10”.
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- descartar o liquido do tubo coletor e em seguida, colocar a coluna no

mesmo tubo coletor.

- adicionar 500ul de solugdo de lavagem (Wash Solution) a uma coluna
dentro dos tubos e em seguida, centrifugar a 14000rpm por 3°15”

- descartar o tubo coletor e transferir a coluna para um tubo eppendorf de
1,5ml.

3.5 Eluic¢ao

adicionar 100ul de tampao de eluicdo (TE) pré aquecido a coluna dentro
do eppendorf.
- incubar a amostra a temperatura ambiente por 1°.
- centrifugar a 8000rpm por 1’10 para recuperar o DNA purificado.
- obs.l: antes de comegar, pré-aquega o tampao (TE) até atingir 70°C. Esta
temperatura maximiza a recuperacdo de DNA da coluna.

OBS.2: volume de eluicdo menor que 100ul pode ser usado para concentrar a amostra,
mas ele diminui o rendimento. Por exemplo, utilizando 50ul ao invés de 100ul, o DNA
passara para uma concentra¢ao 2X, com uma perda na recuperagdo de aproximadamente
20%.

4. Reagentes e materiais adicionais
e Tubos eppendorf de 1,5ml
e Tubos eppendorf de 2,0ml
e Etanol absoluto
e TAMPAO TE:
- 10 mM Tris-HC1
- 1 mMEDTA
- pHS,0

e TAMPAO RBC LYSIS SOLUTION



10mM KHCO;3
155mM NH4Cl

0.1 mM EDTA (2)
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9. APENDICE

Matriz de dados binérios obtida a partir dos 5 primers de RAPD utilizados nos 75

individuos das cinco populacdes.
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primer loco frag. 1 2 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15
P45 1 2000 1111111111 2 1 111
P15 2 1900 202000111 1 1 1 1 1 1
s 3 % o591 110000 2 1 1 0 1
1600
P15 4 1500 2011110001 2 1 1 0 1
P15 5 1400 2010000100 1 1 1 0 1
s 6 B0 i i1
1200
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P-16 1 O 01?2?2111111 2?2 1111
1600-
P16 2 1500 11?2?2111?211 21111
P16 3 1500 11?2?2110011 2?2 1110
P16 4 1400 11?2?2111°?211 2?2 1011
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P16 7 %0 11?2?2111111 11111
P-16 8 g0 11 ?2?2111201 21111
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primer loco frag 1234567 89 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

PO4 2 A T1111?21121 11 1111111112111 1111121111
PO4 3 S0 100102112221 11101 11012121011 1121101
PO4 4 100 11110201222 1 11 1101110212101 11121100
PO4 S oy 1111121121 11 111 1111112121111 1121111
PO4 6 90 11111211212 101 111111120101 11 1120T11°1
PO4 7 9008001 111111022 2 1 11010100071 12100000°21000

P04 8 8070001111?201?2°2?%*?1111111111*?21%2?211100T1®%®?0T1°Q0°0

P04 9 70060010110°201°2?2*?1111111111%?011°%0O01T1T17?1:1 1

P04 10 600 1011020122 2010101110021 ?00O0O0O0O0?°O0O0T11
po4 11 40 11111?11?111111111111111111111%?211 1

priner loco frag 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 61 62 63 ¢4 65 66 67 68 69 70 71 72 73 74 75
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PO6 11 600 07?2°?2?27?27?27?27?2?27?27?2°?27?2727?2°?2?21°?2?27?27?2?211?2?2111111727

PO6 12 6005007?7?27?27?27?2722?2?272 727272272722 07?2?27?27?2?211?2?211111111



primer loco  frag 36
PO6 1 2200 1
PO6 2 1900 1
P06 3 1700 1
1500-
P06 4 1400 1
1400-
P06 5 1300 1
1100-
P06 6 1000 1
PO6 7 1000 1
PO6 8 900 1
PO6 9 80 1
P06 10 700600 1
P06 11 60 1
P06 12 600500 1
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