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RESUMO

SALLES-OLIVEIRA, I. Estudos populacionais e prospeccdes gendmicas de Bothrops
insularis (Serpentes, Viperidae): implicacdes para a conservacgdo. 2022. 143 f. Dissertacao
(Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2022,

Nas Ultimas décadas, a Conservacao da Biodiversidade tem contribuido para minimizar e evitar
processos de extingdo, porém a utilizacdo de dados genéticos para a conservacdo é baixa em
alguns grupos taxonémicos, como por exemplo, Serpentes. Adicionalmente, a obtencdo de
informacdes gendmicas completas das espécies é restrita a poucos grupos e escassa para
serpentes brasileiras. Bothrops insularis € uma espécie criticamente em perigo e endémica da
Ilha da Queimada Grande, localizada na costa do estado de S&o Paulo, cujas informagdes de
genética de populacdo, genoma (nuclear e mitocondrial) completos sdo ausentes na literatura.
Nesse contexto, o presente estudo objetivou acessar e caracterizar informacdes genéticas acerca
de B. insularis a fim de contribuir com dados importantes para sua conservacao. O genoma de
B. insularis foi recuperado como uma molécula de 1,5 Gpb (67,8 % do genoma predito), com
20X de profundidade de cobertura. Devido a baixa profundidade de cobertura, a integridade do
genoma recuperado ainda é baixa (65% de proteinas conservadas) e, apenas, 9% de regides
repetitivas e elementos transponiveis foram acessados. Ainda assim, foi possivel realizar a
prospeccao de 6078 marcadores microssatélites especificos, dos quais 117 foram selecionados
para serem testados e caracterizados. A reconstrucdo do mitogenoma de B. insularis recuperou
uma molécula de 17.523 pb, constituida por 13 genes codificantes de proteinas, 22 tRNA, dois
rRNA, duas regides controle, uma regido de origem de replicacdo da fita leve, uma duplicata
do tRNA-F e uma regido ndo codificante. A analise comparativa dos mitogenomas de 129
serpentes, incluindo o de B. insularis, permitiu a identificagdo de 18 mitogenomas. Os
rearranjos observados ocorrem em trés regides altamente suscetiveis a mutacdes e podem estar
associados a processos de delecdo, duplicacao e translocacdo. A caracterizacao da diversidade
genética de B. insularis em nivel populacional, empregando 11 microssatélites heterologos
recuperou: (i) valores baixos (diversidade alélica) e medios (heterozigose) de diversidade
genética para as duas populacBes estudadas — ex situ e in situ; (ii) valor significativo do
coeficiente de endocruzamento por parentesco para a populacdo in situ; (iii) existéncia de
diferenciacdo populacional entre as duas populacdes; e (iv) auséncia de correlacdo entre os
agrupamentos genéticos e 0s pontos amostrados, sugerindo a ocorréncia de fluxo génico entre
os individuos na populagdo in situ. Além disso, foi possivel indicar seis casais prioritérios, a

fim de evitar a ocorréncia de endocruzamento, e clarificar a relagdo de parentescos incertos de



individuos da populacao ex situ. Sob a perspectiva de conservacéo, se faz necessario monitorar
continuamente as populagdes e proceder a incorporacdo de novos individuos da ilha para a
populacgéo ex situ (a fim de evitar endocruzamento e adaptacao ao cativeiro), bem como garantir
a manutencdo da similaridade genética entre as populacbes. Além disso, as analises
comparativas dos mitogenomas recuperaram divergéncias genéticas entre B. insularis e B.
jararaca, possivelmente, decorrentes de pressdes e processos evolutivos distintos,
corroborando a classificacdo dessa espécie como uma unidade evolutivamente significativa. E
recomendavel que os dados genéticos obtidos sejam integrados a outros estudos para auxiliar a

execucao e delimitacdo de estratégias de conservacgdo para B. insularis.

Palavras-chave: Endogamia. Genética de populagdes. Insular. Jararaca-ilhoa. Mitogenémica.



ABSTRACT

SALLES-OLIVEIRA, 1. Genomic prospections and populational studies of Bothrops
insularis (Serpentes, Viperidae): Conservation implications. 2022. 143p. Master Thesis
(Biotechnology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo,
2022,

Biodiversity Conservation efforts have been contributing to reduce and avoid species
extinction. However, the use of genetic data for conservation is scarce for some taxons, such as
snakes. The availability of complete genomic data of snakes are restricted to few species and
still scarce on Brazilian snakes. Bothrops insularis, the golden-lancehead, is a critically
endangered species endemic to llha da Queimada Grande, Sdo Paulo State (Brazil), which lacks
population genetics and the complete genomic information. This study aims to access and
characterize the genetic information of B. insularis in order to contribute to the Conservation
of this species. The genome of B. insularis was recovered as a molecule with 1.5 Gbp (67,8%
of the predicted genome) after a 20X coverage depth and that is why the entirety (65%) and the
characterization of repetitive and transposable elements (9%) were low. However, we were able
to predict 6078 specific microsatellites, from which 117 were chosen to be characterized and
tested in B. insularis populations. The B. insularis mitogenome was recovered as a 17.523 bp
long circular molecule, which encompasses 13 protein-coding genes, 22 tRNA, two rRNA, two
control regions, one non-coding region and one tRNA-F duplicate. Comparisons among 129
snake species allowed us to identify 18 types of mitogenomes. Rearrangements were recovered
in three hotspost regions for mutations and could have been originated due to duplications,
deletion, and translocation. Genetic diversity using 11 informative heterologous microsatellites
recovered: (i) low values of allelic content and medium values for heterozygosity indexes for
both populations: the ex situ (kept in the Laboratério de Ecologia e Evolugdo, Instituto
Butantan) and in situ (llha da Queimada Grande); (ii) significative value of inbreeding
coefficient of genogram for the in situ population; (iii) the occurrence of populational
differentiation between ex and in situ populations; and (iv) no relationship among genetic
clusters and sampling sites of the island, which suggest the occurrence of gene flow among
individuals in the in situ population. Furthermore, based on the results, we indicate six
preferential couples to carry out preferencial crosses and avoid inbreeding; we also resolve
incertain relationships in the ex situ population based on the genetic variability observed. Under
a conservation perspective, continuous monitoring of both populations and the incorporation of
new in situ representatives in the ex situ population (aiming to avoid inbreeding and captive

adaptation) are suggested. Moreover, the divergence recovered in comparative analyses



between B. insularis and its mainland sister species — B. jararaca — mitogenomes suggest that
these species are under distinctive evolutionary processes, which corroborate the classification
of B. insularis as an evolutionary significant unit (ESU). The information provided herein

should be integrated with other studies to help the development and execution of conservation

efforts for B. insularis.

Keywords: Endogamy. Golden-lancehead. Insular. Mitogenomic. Population genetics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Conservagao da biodiversidade

A biodiversidade, como definida por Primack e Rodrigues (2001), refere-se a “riqueza
da vida na terra, os milhGes de plantas, animais e microrganismos, 0s genes que possuem e 0s
intrincados ecossistemas que ajudam a construir no meio ambiente”. Atualmente, S30
reconhecidos trés niveis de biodiversidade: a diversidade ecoldgica, a diversidade de espécie e
a diversidade genética, sendo a conservacdo dessas diversidades um desafio que vem ganhando
destaque nas Ultimas décadas (PRIMACK; RODRIGUES, 2001; FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008; ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013).

A emergéncia da conservacao da biodiversidade, em todos 0s seus niveis, estimulou o
desenvolvimento da éarea de biologia da conservacdo, uma ciéncia de carater multidisciplinar,
cujos principais objetivos sdo: (i) entender os efeitos da atividade humana nas espécies,
comunidade e ecossistemas, e (ii) desenvolver abordagens praticas para prevenir a extincao da
biodiversidade (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Apesar de processos de extingdes serem
naturais e relatados ao longo da histéria da vida na terra (ver BARNOSKY et al., 2011,
HAUTMAN, 2012; PURVIS; JONES; MACE, 2000), o impacto antrépico nas espécies tem se
mostrado um grande agravante, acelerando em alguns casos 0s processos de extingao
(CEBALLOS et al., 2015; SANDOM et al., 2014).

Atualmente, os fatores responsaveis pela extin¢do de uma espécie podem ser separados
em (i) fatores extrinsecos e (ii) fatores intrinsecos (COLLEN et al., 2011; MURRAY et al.,
2011): os primeiros se relacionam a alteracdes no ambiente (p. ex. perda de habitat), enquanto
os intrinsecos sdo relativos a aspectos ecoldgicos (p. ex. dieta; maturacao sexual), demogréficos
(p. ex. efeito gargalo) e genéticos da espécie (p. ex. grau de diversidade genética). Segundo
Lawler et al. (2006), os principais fatores extrinsecos que influenciam na vulnerabilidade das
espécies sdo: a perda e alteracdo do habitat, a introdugdo de espécies exdticas, poluigéo,
exploracdo e doencas. Essas perturbagdes, associadas a fatores intrinsecos, podem aumentar a
vulnerabilidade e/ou levar a espécie a extingdo (BENNETT et al., 2005; MURRAY et al.,
2011). Por isso, se faz necessaria a compreensdo de quais fatores podem estar associados a
vulnerabilidade da espécie, bem como a mitigacdo desses fatores para sua conservagido
(LAWLER et al., 2006).
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Com base nisso, duas estratégias principais tém sido empregadas: (i) conservacao in
situ, definida como a preservagdo da comunidade e popula¢Ges em seu habitat natural; e (ii) a
conservacao ex situ, definida como a preservacdo de comunidades naturais e populaces em
ambiente artificial, sob supervisdo humana (PRIMACK; RODRIGUES, 2001). Diversos
estudos demonstram que a conservagdo in situ é a melhor estratégia, no entanto, em alguns
casos, quando tal estratégia é dificultada por diversas varidveis, a conservacao ex situ passa a
ser a unica estratégia a ser desenvolvida. Independentemente de qual seja a estratégia mais
efetiva, ambas sdo, na maioria das vezes, complementares e utilizadas em conjunto
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008; WITZENBERGER; HOCHKIRCK, 2011).

Mais recentemente, Allendorf, Luikart e Aitken (2013) reiteram que a conservagdo
requer uma abordagem balanceada, baseada na protecdo do habitat, na histéria natural e na
viabilidade individual da espécie, analisando aspectos demograficos e genéticos da espécie, da
comunidade e do ecossistema (habitat da espécie).

1.2. Genética e a conservacao das espécies

A partir da década de 1960, os marcadores moleculares comecgaram a ser empregados
em estudos bioldgicos (HOSHINO et al., 2012). Tais marcadores apresentam vantagens em
relacdo aos marcadores fenotipicos, como, por exemplo, a possibilidade de serem encontrados
em varias partes do genoma (introns, exons, regides reguladoras, entre outros.) €, no caso de
marcadores codominantes, a possibilidade de distinguir individuos homozigotos e
heterozigotos (MONDINI; NOORANI; PAGNOTTA, 2009).

Historicamente, diversos marcadores vém sendo utilizados para a obtencdo de dados
genéticos e moleculares. Inicialmente, essa diversidade era medida por meio de estudos
cromossémicos e de aloenzimas, e, mais recentemente, empregando marcadores genémicos e
analises metagendmicas — p. ex. polimorfismos de nucleotideo unico (do inglés single
nucleotide polymorphisms — SNPs) e genoma mitocondrial (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008; WITZENBERGER; HOCHKIRCH, 2011; ALLENDORF; LUIKART,;
AITKEN, 2013).

A partir de 1985, houve um aumento nos estudos que relacionam informacoes genéticas
a conservacao de espécies, uma vez que a compreensdo dos aspectos geneticos desempenha um

papel importante para a delimitagédo e nos esfor¢os de conservagdo (IUCN, 2002; 2020a;
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LARSON et al., 2012; ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013; AZA, 2020). Os dados
relativos a diversidade genética de populacBes selvagens e cativas tém se mostrado Uteis para
avaliar as consequéncias de acdes antropicas (p. ex. fragmentacdo de habitat), elucidar padrdes
e processos bioldgicos (p. ex. existéncia de fluxo génico e de estruturacdo populacional) e
auxiliar na definicdo e avaliacdo de &areas e espécies prioritarias para a conservacdo (ver
MADSEN et al., 2000; MICHAELIDIS; COLE; FUNK, 2015; MONZON-ARGUELLO et al.,
2015; MCALILEY et al., 2016; ARRUDA; COSTA; RECCO-PIMENTEL, 2017; WALLIS,
2019). No entanto, Wallis (2019) destaca que as abordagens genéticas possuem limitacdes para
alguns taxons quanto a definicdo de populacGes vidveis minimas, reintroducdes, inferéncia de
fluxo génico e, em alguns casos, na delimitagcdo das espécies. Para superar essas limitacdes,
abordagens genéticas devem ser associadas a outros conhecimentos cientificos (p. ex.
caracteristicas morfoldgicas, tendéncias reprodutivas e demograficas) em uma abordagem
integrativa (ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013).

Abordagens de conservacdo, ex situ e in situ, tém focado na retencdo da diversidade
genética por um periodo minimo — geralmente, 100 anos (FRANKHAM; BALLOU;
BRISCOE, 2008). Porém, outros eventos, como variacdes demogréficas, adaptacdo ao
cativeiro, impactos antropogénicos e ocorréncia de endocruzamento, podem levar a uma
reducdo e dissimilaridade da diversidade genética nas populacGes. Em casos severos, a perda
dessa diversidade pode levar as populacfes a um vortex de extingdo e, consequentemente, a sua
extingdo iminente, como pode ser observado para os lobos (Canis lupus) de Isle Royale nos
Estados Unidos da América (FRANKHAM, 2010; WEST et al., 2018; HEDRICK et al., 2019).
Por isso, 0 manejo de populacgdes selvagens e cativas tem focado na manutencédo de populagdes
viaveis sob o ponto de vista demogréafico, genético e reprodutivo. Dessa forma, sdo realizados
monitoramentos continuos de parametros populacionais e genéticos - esse Gltimo com o intuito
de minimizar e evitar a ocorréncia de endocruzamento, exocruzamento e adaptacao ao cativeiro
(IUCN, 2002; SHAFER et al., 2015).

1.2.1. Variaveis genéticas populacionais

Dentre a extensa literatura na area de conservagdo, ha uma constancia entre as variaveis
genéticas utilizadas para estudos populacionais, sendo as principais: (i) a diversidade
(variabilidade) genética da populacéo e/ou da espécie alvo (p. ex. DUAN et al., 2017); (ii) a
taxa de endocruzamento da populacédo (p. ex. WANG et al., 2015); (iii) o grau de diferenciacdo
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e isolamento entre as populacdes de uma espécie (p. ex. GALLEGO-GARCIA et al., 2018); e
(iv) o padrdo de estruturacdo genética populacional (p. ex. AKINS; AUBRY; SACKS, 2018).

A diversidade genética é definida como qualquer variacdo nos nucleotideos, alelos,
genes, cromossomos ou no genoma total dos organismos (HOSHINO et al., 2012) e prové uma
visdo do passado, presente e futuro de determinada populagdo ou espécie (ALLENDOREF;
LUIKART; AITKEN, 2013). E uma estimativa importante para 0 manejo e conservagio das
espécies, pois permite a deteccdo de eventos (endogamia, depressdo endogamica, efeito
gargalo, entre outros) e se relaciona com o valor adaptativo/evolutivo da espécie
(FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008). Pode ser estudada em dois niveis: (i)
intrapopulacional, ou seja, dentro de uma Unica populacéo; e (ii) interpopulacional, entre duas
ou mais populacées (HOSHINO et al., 2012; ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013).

Para isso, 0s parametros mais utilizados na descricéo e afericdo da diversidade genética
sdo: (i) o grau de polimorfismo; (ii) a diversidade alélica; e (iii) a heterozigose. O grau de
polimorfismo € a porcentagem de variacdo existente no loco ou no marcador utilizado. A
diversidade alélica refere-se a quantidade de alelos existentes por loco. E, por fim, a
heterozigose refere-se a taxa de individuos/gendtipos heterozigotos existentes por loco, sendo
classificada como observada (propor¢do de heterozigotos amostrados) e esperada (estimativa
de heterozigotos esperados se a populacdo estiver em equilibrio — Equilibrio de Hardy-
Weinberg — HWE) (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008).

A partir dos padrdes observados de diversidade genética, bem como dos dados gerados
para cada individuo, é possivel avaliar as varidveis relativas ao endocruzamento, a
consanguinidade entre os individuos, as divergéncias entre populacfes e a estruturacdo genética

populacional de uma espécie.

A endogamia é definida como o acasalamento de individuos aparentados entre si
(ALLENDORF; LUIKART; AITKEN, 2013), a qual, associada a eventos demograficos, pode
gerar baixa diversidade genética da populacéo e, a longo prazo, levar popula¢des a um estado
de iminente extincdo, devido ao vortex de extingdo (FRANKHAM, 2010; WEST et al., 2018;
HEDRICK et al., 2019). Dois indices relativos a endogamia tém sido discutidos na literatura
(TEMPLETON, 2011): (i) o coeficiente de endocruzamento de sistema de acasalamento (Fis),
Ccujo objetivo € investigar o sistema de acasalamento vigente na populacao; e (ii) o coeficiente

de endocruzamento de genograma (fis), também denominado coeficiente de endocruzamento de
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parentesco, cujo objetivo é investigar a probabilidade de um individuo exibir um alelo que seja
idéntico por descendéncia (do inglés identical by descent, IBD) devido ao grau de parentesco

dos parentais.

A estrutura populacional pode ser definida como a existéncia de populacGes isoladas,
parcialmente isoladas, efetivamente Unicas ou metapopulagcfes existentes em determinada area
geografica, por meio do uso de dados e informacGes morfoldgicas, demograficas e, mais
recentemente, genéticas (FRANKHAM; BALLOU; BRISCOE, 2008). A caracterizacdo da
estrutura populacional, a partir de dados relativos a diversidade genética, vem permitindo uma
compreensdo da historia evolutiva da populagédo, bem como da divergéncia e existéncia de fluxo
génico entre populagdes, tendo um papel importante no manejo e na conservagao das espécies
(ALLENDOREF; LUIKART; AITKEN, 2013).

1.2.2. Abordagens geneticas aplicados a Conservagao

1.2.2.1. Microssatélites

Marcadores microssatélites ou SSR, considerados por Hoshinho et al. (2012) como o0s
mais promissores marcadores moleculares baseados em PCR, foram detectados no genoma
eucarioto ha cerca de 40 anos, sendo sua existéncia documentada em 1982, por Hamada, Petrino
e Kakunaga, e a sua natureza polimorfica confirmada em 1989 por Litt e Luty (HAMADA,
PETRINO; KAKUNAGA, 1982; LITT; LUTY, 1989; SENAN et al., 2014).

Historicamente, os SSR tém sido apontados como marcadores neutros e, apesar de
amplamente aplicados, pouco se sabe acerca da sua importancia e funcdo biol6gica, embora
estudos recentes sugiram que sua localizacdo pode interferir em diferentes estruturas no DNA,
na recombinacao, replicacao, traducao e expressdo génica (HOSHINO et al., 2012; VIEIRA et
al., 2016). Os SSR podem ser definidos como sequéncias (motivos) que contém de um a seis
nucleotideos repetidos em tandem, de tamanho variado, podendo apresentar unidades de
repeticdo de mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexanucleotideos. Adicionalmente, apresentam
como caracteristicas e vantagens em relacdo a outros marcadores moleculares o fato de
apresentarem heranca codominante, alta taxa de mutagdo (cerca de 102 a 10 por loco por
geracdo), natureza multi-alelica, ampla distribuicdo no genoma e a existéncia de possivel
transferéncia entre espécies, ou seja, 0s marcadores desenvolvidos para uma espécie podem ser
amplificados em espécies proximas (amplificagdo heterdloga) devido a conservagdo das suas
regibes flanqueadoras (HOSHINO et al., 2012; VIEIRA et al., 2016).
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Os SSR séo observados em organismos eucariotos e procariotos e encontrados em
genomas nucleares, mitocondriais e cloroplastidiais (CAMACHO, 2016; VIEIRA et al., 2016).
Estudos recentes vém demonstrando que sua distribuicdo no genoma é ampla, porém nao
randémica, de modo que existem em menor porcentagem em regides codificantes do que em
regides ndo-codificantes. Além disso, é observada uma predominéancia de SSR com motivos de
repeticdo com unidades de tri- e hexanucleotideos em regides codificantes, resultante de presséo

seletiva contra mutacGes que alterem o quadro de leitura (VIEIRA et al., 2016).

Atualmente, devido ao maior acesso as tecnologias para o sequenciamento completo do
genoma (nuclear e mitocondrial), o desenvolvimento de marcadores microssatélites engloba os
seguintes estagios: (i) obtencdo e conhecimento basico da sequéncia nucleotidica em que 0s
SSR ocorrem, a partir do sequenciamento de nova geracdo (NGS); (ii) desenvolvimento de
primers (oligonucleotideos iniciadores) complementares as regides flanqueadoras dos SSR; (iii)
validacdo dos primers por meio de PCR e eletroforese do produto amplificado; e (iv)
genotipagem e deteccdo dos polimorfismos entre os individuos (SENAN et al., 2014; VIEIRA
etal., 2016).

Os marcadores microssatélites tém sido amplamente utilizados em diversas areas, por
exemplo, em mapeamento gendmico, na selecdo auxiliada por marcadores, na identificacdo e
caracterizacdo da diversidade genética, na relacdo e divergéncia entre populagdes, na analise de
estruturacdo populacional, na identificacdo de hibridizacdo, andlise de fluxo génico,
identificacdo de individuos, determinacdo de paternidade, bio-invasdo e epidemiologia
(HOSHINHO et al., 2012; LUKOSCHEK; WAYCOTT; KEOGH, 2018).

Ainda que apresentem muitas vantagens sobre outros marcadores moleculares, os SSR
podem apresentar erros de genotipagem nos dados finais devido a mdltiplas variaveis
(qualidade do DNA, qualidade do reagente, contaminacao, erros de leitura, entre outros). No
geral, podemos citar trés limitagcGes no uso desse marcador: (i) a existéncia de alelos nulos, (ii)
a existéncia de homoplasias e (iii) a existéncia de desequilibrio de ligagdo (HOSHINO et al.,
2012; VIEIRA et al., 2016).

1.2.2.2. Genoma mitocondrial

A mitocondria é uma organela presente na maioria todos 0s organismos eucariotos,

associada a producdo de energia (Adenosina Trifosfato — ATP) — a partir do processo de
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fosforilagdo oxidativa (OXPHOS) —, ao crescimento celular, ao controle do ciclo celular
(GRAY, 1989; 2012; BERNT et al., 2013a), ao processo de apoptose, doencas e
envelhecimento (BOORE, 1999; PHILLIPS; SIMPKINS; ROBY, 2014). Apesar de algumas
hipdteses terem sido aventadas para explicar a origem dessa organela (ver GRAY, 2012), a mais
aceita é a hipdtese de origem endossimbidtica (TAANMAN, 1999; GRAY, 2012; BERNT et
al., 2013a). Essa organela possui um genoma exclusivo (genoma mitocondrial — mitogenoma),
com heranca materna (para excecdes ver BERNT et al., 2013a) e um sistema de traducao

especifico, que difere daquele encontrado no citosol (GRAY, 2012).

As moléculas do DNA mitocondrial (mtDNA), em sua grande maioria, sdo circulares
(BOORE, 1999) e estdo associadas a producdo de complexos enzimaticos responsaveis pela
OXPHOS e da maquinaria de traducdo desses polipeptidios — RNA ribossémico mitocondrial
(rRNA) e RNA de transferéncia (tRNA) (GRAY, 1989; 2012). Os cinco complexos enzimaticos
relacionados ao sistema OXPHOS séo: (I) NADH-ubiquinona oxidorredutase; (I1) Succinato-
ubiquinona oxidorredutase; (I11) Ubiquinona-citocromo ¢ oxidorredutase; (IV) Citocromo ¢
oxidase; e (V) ATP sintase (TAANMAN, 1999; GRAY, 2012). Porém, em alguns casos (p. ex.
mitogenoma de metazodarios), somente os complexos I, Ill, IV e V (citados acima) séo
encontrados, por meio das seguintes unidades: (i) complexo | — nd1-6, 4-L; (ii) complexo 111 —
cytb; (iii) complexo IV — cox1-3; e (iv) complexo V — atp6 e 8 (BERNT et al., 2013a; 2013b).

O avango das técnicas de sequenciamento tem permitido o acesso a genes especificos e
a obtencdo de moléculas completas para diversas espécies (TAANMAN, 1999; GRAY, 2012).
Por questdes historicas e devido ao sequenciamento de uma Unica regido, a maioria das
sequéncias usadas para inferéncias filogenéticas e filogeogréaficas sdo provenientes de genes
especificos e/ou fragmentos de genes (MACEY et al., 1997). Porém, devido ao acesso as
moléculas completas, atualmente seu uso € possivel em diversas abordagens, incluindo estudos
evolutivos relacionados a deteccdo de regides adaptadas no mitogenoma (JACOBSEN et al.,
2016), na delimitacdo de estratégias de conservacdo (HARLEY et al., 2016), delimitacdo de
especies e estudos populacionais (TOWSEND et al., 2004; CARD et al., 2016; FOLT et al.,
2019).

Apesar das potencialidades, a aplicacdo de tais abordagens na conservacdo da
biodiversidade ainda € inicial e exploratoria, apresentando desafios em decorréncia da
complexidade de analises gendmicas, a existéncia de pipelines (direcionamentos) bem

definidos, a necessidade crescente de recursos humanos especializados na interpretacdo e
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aplicacdo de dados gendmicos e bioinformaticos, e a baixa aplicacdo de métodos ndo-invasivos
para a obtengé@o de amostras de DNA para 0 sequenciamento de nova geracdo (THADEN et al.,
2020).

1.2.3. Genoma nuclear e mitocondrial de Serpentes

O desenvolvimento de novas tecnologias associado ao empenho e desempenho de
diversos grupos de pesquisas nacionais e internacionais tém permitido a compreens&o,
avaliacdo e prospecc¢do de genomas nucleares completos para um amplo nimero de organismos.
O primeiro genoma completo de répteis escamados descrito foi o de Anolis carolinensis
(ALFOLDI et al., 2011), que realizou a prospeccéo e identificacdo de genes da espécie, bem
como, o mapeamento dos scaffolds em seus respectivos cromossomos. Desde entdo, diversos
projetos almejando a compreensdo e caracterizacdo de genomas de répteis vém sendo

desenvolvidos.

O primeiro genoma de Serpentes descrito foi 0 rascunho pertencente a Python molurus,
destacando-se o potencial uso desses organismos como modelos para compreender processos
adaptativos a ambientes especificos (p. ex. altas altitudes) (CASTOE et al., 2011). O avanco da
descricdo dos genomas de serpentes permitiu a compreensao de elementos relacionados ao
veneno e sua evolugdo (p. ex. EARL et al., 2016; SHIBATA et al., 2018), a selegdo de genes
relacionados a adaptacdo a ambientes especificos (KISHIDA et al., 2019; LI et al., 2018; LI et
al., 2021), as caracteristicas de dieta (MCGLOTTHIN et al., 2014) e a compreensdo da
composicao e tamanho do genoma (p. ex. CASTOE et al., 2011; PASQUESI et al., 2018).

De forma geral, o genoma de Serpentes tem um tamanho variando entre 1,3 Gpb e 2,8
Gpb, com um nivel moderado de ilhas de elementos repetitivos e transponiveis (em média
41,8%), sendo esta variacdo ligada a uma pequena escala de tempo, 0 que sugere uma rapida
adaptacéo e evolucéo desses elementos (PASQUESI et al., 2018). O tamanho € similar aquele
de genomas observados em aves (1,0 — 2,1 Gpb), considerados menores do que o tamanho de
genomas observados em mamiferos (2,2 — 6,0 Gpb) (PASQUESI et al., 2018). Vale destacar,
que apesar do tamanho similar, 0 genoma de Serpentes difere do genoma de aves pela alta taxa

e alta variacdo de ilhas de elementos repetitivos e transponiveis (PASQUESI et al., 2018).

Destaca-se que a caracterizagdo do genoma de Serpentes, associado aos estudos

citogenéticos das espécies, ttm permitido a identificacao de sinais de rearranjos (fusao e fissao),
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bem como a identificacdo de genes especificos (tanto genes relacionados ao veneno como
relacionados aos cromossomos sexuais) (SHIBATA et al., 2018; SURYAMOHAN et al., 2020;
LI et al.,, 2021), de modo que a prospeccdo dos genomas e sua utilizacdo de forma
multidisciplinar, empregando multiplos métodos, pode auxiliar na compreensdo de padrdes e

processos evolutivos, e na conservacgao das espécies.

Os primeiros genomas mitocondriais (mitogenomas) completos foram descritos para o
Homo sapiens (ANDERSON et al., 1981) e para o camundongo Mus musculus (BIBB et al.,
1981), os quais mostraram a composi¢do tipica do mitogenoma de metazoa (BERNT et al.,
2013a; 2013b; STOGER; SCHRODL, 2013): 13 genes codificantes para proteinas (PCG), 2
subunidades do rRNA (12S; 16S), 22 tRNA e uma regido ndo codificante (regido controle).
Desde as primeiras descri¢cfes, diversos estudos foram realizados a fim de se compreender a
estrutura do mitogenoma e seu uso para analises evolutivas em todos os filos (GRAY, 1989;
BOORE, 1999; BERNT et al., 2013a). Apesar de a composicao génica ser similar, mudancas
na estrutura e tamanho dos mitogenomas sdo reportados entre (BOORE, 1999; PEREIRA,
2000; LAVROV, 2007; BERNT et al., 2013a; 2013b) e dentro dos grupos taxonémicos (p. ex.
Anellida — TEMPESTINI et al., 2020; Artropoda — ZHU et al., 2018; Mollusca — STOGER;
SCHRODL, 2013; Vertebrata — ZHOU et al., 2014; SATOH et al., 2016). Essas variacdes sdo
apontadas como caracteres Uteis para analises filogenéticas (MACEY et al., 1997; BOORE,
1999; PEREIRA, 2000).

As primeiras discussdes sobre o mitogenoma de Serpentes envolveram a composi¢ao
dos agrupamentos de tRNA e possiveis rearranjos, realizadas em 1995 e 1996, a partir das
analises do DNA mitocondrial da cobra cega do Texas, Rena dulcis (KUMAZAWA; NISHIDA,
1995) e da serpente venenosa Ovophis okinavensis, encontrada nas ilhas Ryukyu
(KUMAZAWA et al., 1996). O primeiro mitogenoma completo de serpentes foi descrito para
Lycodon semicarinatus (KUMAZAWA et al., 1998) e, nesse trabalho, os autores realizaram
uma analise comparativa entre os dados de mtDNA de serpentes ja existentes, identificando
rearranjos relacionados a existéncia de duplicatas de tRNA (tRNA-Phe — F*: O. okinavensis;
tRNA-Pro - P*: L. semicarinatus), auséncia da regido de origem de replicacao da fita leve (OL)
em R. dulcis e existéncia de duas regiGes controle nos mitogenomas de O. okinavensis e L.
semicarinatus. Desde entdo, tem sido crescente a caracterizagdo de mitogenomas de serpentes
na literatura, existindo oito revisfes abordando sua evolugéo e organizagdo (KUMAZAWA,
2004; DONG; KUMAZAWA, 2005; DOUGLAS; JANKE; ARNASON, 2006; JIANG et al.,
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2007; CHEN; ZHAO, 2009; OGUIURA; FERRARI; BATISTIC, 2009; YAN; LI; ZHOU,
2009; QIAN et al., 2018), de modo que foi indicada a existéncia de 11 rearranjos relacionados
aos tRNA e regides ndo codificantes (incluindo regido controle | e II; regido de origem de

replicacdo da fita leve; e regides ndo anotadas/ndo codificantes).
1.3. O género Bothrops (sensu stricto)

Atualmente, sdo conhecidas cerca de 11.690 espécies de répteis, sendo o Brasil um dos
paises com a maior representatividade dessa biodiversidade, composta por 847 espécies, das
quais 422 sdo serpentes (BATAUS et al., 2011; UETZ et al., 2021). O Brasil é considerado um
pais megadiverso quanto a sua fauna e flora, devido aos altos indices de endemismo e riqueza
de espécies associados a regides consideradas hotspots de biodiversidade (ICMBio/MMA,
2018a). O ultimo censo da fauna brasileira ameagada de extincdo, disponibilizado no livro
Vermelho da Fauna Brasileira, identificou 34 espécies de serpentes classificadas sob algum
grau de ameaca (ICMBio/MMA, 2018b), sendo a maioria contemplada em planos nacionais de
conservacdo. Apesar da melhora e do avangco da conservacdo de serpentes brasileiras
(NAVEGA-GONCALVES; PORTO, 2016), somente um estudo focou na obtencdo de
pardmetros genéticos populacionais, o qual utilizou informacdes obtidas de amplificacdo
aleatéria de DNA polimorfico (do inglés Random Amplified Polymorphic DNA - RAPD) em
populacdes da serpente venenosa Bothrops moojeni para caracterizar a diversidade genética,
bem como avaliar o grau de endocruzamento e a estruturacdo genética da espécie, provendo

dados importantes para sua conservacao (ver DUTRA et al., 2008).

O género Bothrops é um grupo de serpentes venenosas neotropicais altamente diverso
e amplamente distribuido na América do Sul (incluindo Brasil), com alta importancia ecoldgica
e médica (CAMPBELL; LAMAR, 2004). Esse género engloba 46 espécies reconhecidas
(UETZ et al., 2021) e outras espécies recem descritas (ver Barbo et al., 2022a; 2022b), das
quais 12 sdo classificadas como endémicas e/ou em algum grau de ameaca (RODRIGUES,
2005; NAVEGA-GONCALVES; PORTO, 2016; Barbo et al., 2022a; 2022b), que podem ser
alocadas em seis grupos (BARBO et al., 2016): grupo B. alternatus, grupo B. atrox, grupo B.

jararacussu, grupo B. jararaca, grupo B. neuwiedi e grupo B. taeniatus.

O grupo B. jararaca compreende seis espécies conhecidas: B. jararaca (WIED, 1824),
B. alcatraz (MARQUES; MARTINS; SAZIMA, 2002), B. insularis (AMARAL, 1921), B.
germanoi (BARBO et al., 2022a), B. otavioi (BARBO et al., 2012) e B. sazimai (BARBO et
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al., 2016), das quais somente B. jararaca € encontrada no continente, com distribuicdo
geogréfica ao longo das areas de Floresta Atlantica, do sudeste da Bahia até o nordeste do Rio
Grande do Sul (CAMPBELL; LAMAR, 2004; BARBO et al., 2012; 2016). As demais espécies
sdo endémicas de ilhas distribuidas no litoral dos estados de Sao Paulo (B. alcatraz — llha de
Alcatrazes, B. insularis — Ilha da Queimada Grande, B. germanoi — llha da Moela, B. otavioi —
Ilha da Vitdria) e Espirito Santo (B. sazimai — Ilha dos Franceses).

1.3.1. Bothrops insularis

B. insularis (Fig.1), popularmente conhecida como jararaca-ilhoa, foi descrita por
Afranio do Amaral (AMARAL, 1921) e é uma espécie com ocorréncia na llha da Queimada
Grande (0.43 km?), localizada a 33 km do litoral do estado de Sdo Paulo (24°30°S e 43°42°0).
Atualmente, essa ilha integra a Area de Relevante Interesse Ecolégico (ARIE) das Ilhas da
Queimada Pequena e Queimada Grande, sendo considerada de grande interesse de conservagao
por apresentar algumas espécies endémicas, dentre as quais se destaca B. insularis (BRASIL,
1985; MAGALHAES, 2015).

Figura 1 - Bothrops insularis da llha da Queimada Grande, S&o Paulo, Brasil.

Fonte: Karina R. S. Banci.

Desde sua descricdo, diversas pesquisas vém sendo realizadas para a compreensdo da
historia natural, composicdo e acdo do veneno, caracterizagdo genética (dados citogenéticos e
sequéncias parciais de genes mitocondriais) e evolucédo de B. insularis (BECAK, 1964; BECAK
et al., 1990; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2012).

Morfologicamente, individuos adultos apresentam coloracdo castanho-amarelada na
regido ventral e dorsal da cabeca e na regido dorsal do corpo, podendo apresentar padrfes de
manchas distribuidos na regido dorsal do corpo. A regido ventral é uniformemente amarelada

ou creme, porém alguns individuos contém manchas (marcas) castanhas ao longo das bordas



39

ventrais. Os individuos juvenis apresentam coloragdo réseo-amarelada ou réseo-acastanhada na
regido dorsal com manchas fracas e coloragdo amarelada ou creme na regido ventral, como 0s
adultos (CAMPBELL; LAMAR, 2004). Além disso, apresenta menor tamanho corporal quando
comparada a B. jararaca (MARQUES; KASPEROVICZUS; ALMEIDA-SANTOS, 2013;
PASSOS, 2018).

Foram observadas variacGes ontogenéticas na alimentacdo, no veneno e no uso de
habitat para B. i