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INTRODUGAO

Pequenos mamiferos tém um importante papel em um ecos-
sistema florestal; como presas, predadores e dispersores de
sementes (2, 11, 12, 13). Os roedores, com 29 familias,
426 géneros e 1814 espécies, apresentam o maior nimero
de géneros e espécies do que qualquer outra ordem de
mamiferos (13).

Os pequenos roedores e insetivoros sao grupos de mamiferos
que tem despertado o interesse de varios pesquisadores, nao
apenas em virtude de sua abundancia e da ampla classe de
adaptagoes ecoldgicas, mas também por serem importantes
componentes de quase todos os ecossistemas terrestres ex-
istentes (10). Sabe - se que existem muitas semelhancas
morfologicas entre espécies de pequenos mamiferos, em par-
ticular dos roedores, o que dificulta a distingdo e correta
identificagdo das espécies pertencentes a estes grupos.

O género Oligoryzomys apresenta espécies de pequeno porte
e com coloragao da pelagem que, muitas vezes pode ser um
obstaculo para a identificagdo taxondémica, principalmente
entre O. flavescens e O. nigripes. Apresentam cauda longa
e delgada que é maior que o corpo e costumam serem en-
contrados em vérios locais, ou seja, sdo generalistas com
relagdo a microhabitats (14).

Por este e outros motivos, as caracteristicas citogenéticas
morfoldgicas e a andlise de caridtipos tém sido empregadas
como ferramentas para elucidar problemas taxonémicos por
meio de caridtipos espécie - especificos (4, 14, 15). A
citogenética de vertebrados tem desenvolvido pesquisas de
forma continua e publicado vérios trabalhos referentes a
citogenética de roedores. Com descrigbes cariotipicas de
espécies novas, caracterizagdo dos padroes de bandeamento
cromossoémico, e entre outros, estudos citogenéticos com-
parativos de espécies afins para elucidagao dos processos
de evolugao cromossdémica (5). Mesmo assim, 0s pequenos
mamiferos, entre eles roedores, estdo ainda mal estudados,
com poucas excegdes. Além disso, existe uma ligagao ainda

insipiente entre pesquisadores que estudam sistemdtica e/ou
ecologia e aqueles que estudam a citogenética de mamiferos.
Deste modo, mesmo quando hé coleta, freqiientemente os
espécimes nao sao cariotipados, o que poderia ser decisivo
na correta identificacao de vérios grupos (18).

A técnica de RAPD baseia - se na amplificacdo de
seqiiéncias de DNA randémicas utilizando iniciadores pe-
quenos de seqiiéncias arbitrarias, que detectam polimorfis-
mos, mesmo na auséncia de informagoes da seqiiéncia es-
pecifica de nucleotideos do DNA alvo. Os marcadores de
RAPD sao extremamente apropriados para realizagdo de
mapas genéticos, diferenciagdo de espécies animais e vege-
tais e para impressdes de DNA, com especial utilidade nos
estudos de genética de populagdes (3). Além disso, escol-
heu - se 0o marcador molecular RAPD por ser mais réapido
e barato, e também por nao requerer conhecimento prévio
do genoma das espécies que se deseja estudar, assim como
justificado por Lynch e Milligan (9).

OBJETIVOS

Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo verificar
se a técnica de marcadores moleculares baseada em RAPD
consegue diferenciar geneticamente as espécies O. nigripes
e O. flavescens, para garantir sua correta identificacao e,
futuramente, determinar possiveis padroes morfolégicos es-
pecificos comparando - se suas caracteristicas externas.

MATERIAL E METODOS

Os exemplares integrantes deste estudo sdo de populagoes
de Oligoryzomys sp. e foram coletados em fragmentos flo-
restais localizados na Regiao Norte do estado do Rio Grande
do Sul, pertencentes aos dominios da Mata Atlantica. Opor-
tunamente, também foram realizadas coletas na Floresta

Anais do IX Congresso de Ecologia do Brasil, 13 a 17 de Setembro de 2009, Sao Lourenco - MG 1



Nacional de Passo Fundo e em fragmentos localizados ao
sul de Santa Catarina, préximos ao rio Uruguai (Chapecd -
SC). Foram utilizados também pedagos da orelha, coletados
previamente e ja catalogados, fazendo parte do acervo do
Museu Regional do Alto Uruguai (MURAU) da URI Cam-
pus de Erechim.

Por se tratar de um trabalho que visa verificar se o mar-
cador molecular RAPD consegue diferenciar as espécies O.
nigripes e O. flavescens, foram utilizados seis individuos per-
tencentes ao Horto Florestal Municipal de Erechim - RS,
sendo quatro cariotipados, dois de Chapecé - SC, quatro
de Rio dos Indios - RS (por terem se destacado genetica-
mente em trabalho semelhante anteriormente realizado) e
um proveniente da Floresta Nacional de Passo Fundo - RS.
Todos estes, com excegao dos quatro cariotipados, ja haviam
sido analisados pelo trabalho “Diferenciacdo genética em
Oligoryzomys sp. (Rodentia) tendo o rio Uruguai como bar-
reira geogréfica”, realizado anteriormente por Slaviero et al.,
17), cujo objetivo era verificar a influencia do Rio Uruguai
como barreira geogréafica para populacoes de Oligoryzomys
nas quais estavam contidos os referidos individuos.

Os exemplares foram capturados por meio de armadilhas
do tipo live trap, nas dimensbes 10x10x22 cm de altura,
largura e profundidade, respectivamente, que foram instal-
adas no solo, ao lado de troncos de arvores e outros ambi-
entes onde possa ocorrer a circulagdo de pequenos roedores.
As armadilhas foram iscadas com uma rodela de milho verde
recoberta com pasta de amendoim.

As metéfases dos exemplares coletados foram obtidas a par-
tir de preparagoes diretas de medula dssea com sacrificio dos
animais, seguindo - se o método descrito por Ford; Hamer-
ton (6) e Guerra; Souza (7), otimizado. Aproximadamente
uma hora antes do sacrificio, foi injetada subcutaneamente
uma solugao de colchicina 0,01 %, diluida em dgua, na pro-
porcao de 1 mL por 100 g de peso do animal. Para o sac-
rificio, os animais foram colocados em um recipiente fechado
contendo um algodao embebido em éter. Em seguida, foi
feita a retirada dos fémures com corte das epifises e reti-
rada da medula por meio de lavagens repetidas do canal
6sseo utilizando 5 mL de solugdao hipoténica (KCL 0,075
M) para cada animal (2,5 mL para cada fémur). A sus-
pensao de células obtidas no tubo de ensaio permaneceu na
solugao hipotonica por 30 minutos e, apds foi centrifugada
a 800 rpm durante 5 minutos, sendo que o sobrenadante
sempre foi descartado. Entao, ressuspendeu - se o material
em fixador (metanol - dcido acético na proporcao de 3:1)
e, 24 horas depois, foi novamente centrifugado eliminando
- se o sobrenadante. Este ultimo procedimento foi repetido
mais duas vezes. Por fim, o material foi ressuspendido em
fixador fresco para a preparagdo das laminas, pingando al-
gumas gotas em lamina limpa e conservada em etanol na
geladeira e esta foi passada rapidamente sobre a chama de
lamparina para evaporar o fixador. Este material foi corado
em uma solu¢do Tampéao Fosfato - Geimsa, cuja proporgao
foi de 3:1, durante 10 minutos e depois, foi lavado com agua
destilada e deixado secar a temperatura ambiente.

O material genético foi extraido usando - se o protocolo
descrito por MARINHO (10), testando - se diferentes al-
teragoes a fim de otimiza - lo. Colocou - se até 20 mg de
tecido em um microtubo (1,5 mL) e em seguida, adicionou

- se tampao de lise (550 pL) e proteinase K (11 uL) e in-
cubou - se overnight a 37°C ou 2 horas a 60°C para extrair
o DNA. Terminada a incubagao, adicionaram - se 350 uL de
NaCl 5M que atua na separagao e precipitagdo do material
genético. Neste momento, as amostras foram agitadas em
vértex e centrifugadas a 13000 rpm durante trinta minutos
e, em seguida parte do sobrenadante (450 pL)foi transferido
a um novo ependorff e adicionou - se 900 puL de etanol ab-
soluto gelado, sendo esta mistura agitada delicadamente e
incubada por duas horas a - 20°C ou overnight a 4°C. Decor-
rido esse tempo, foram realizadas duas lavagens com etanol
70% gelado para eliminar as impurezas associadas ao DNA.
Por fim, apds secar o material, adicionaram - se 100 pL de
1X TE e incubou - se a 37°C para depois ressuspender o
pellet e conservou - se a 4°C.

Para amplificagdo de RAPD foi utilizada a reagao descrita
por Levi (8), com algumas modificagbes: Tampéo de reacao
(50 mM Tris - HCI pH 9,0; 50 mM KCI; 0,5% Triton - X
100), dNTPs (200 mM de cada), 0,2 mM de primer, 3 mM
de MgCl2, 40 ng de DNA e 1,5 U de Taq DNA polimerase.
O processo de amplificagao seguiu o seguinte procedimento:
3 min a 92°C, 40 ciclos de 1 min a 92°C, 1 min a 362C e
2 min a 72°C. Apéds, 3 min a 72°C e resfriamento a 4°C
até a retirada das amostras. A separagio eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampao TBE (trisma
0,089M, écido bérico 0,089M e EDTA 0,008M) em cuba de
eletroforese horizontal. Como marcador de peso molecular
foi utilizado DNA de fago Lambda clivado com as enzimas
de restricao HindIII e EcoRI. Os fragmentos foram visual-
izados com brometo de etidio sob luz ultravioleta e os géis
fotografados digitalmente.

Para otimizar os trabalhos de amplificaggo por RAPD foi
realizada uma selegao de primers pertencentes a sete kits da
Operon Technologies, sendo estes analisados em duplicata
e observando intensidade e reprodutibilidade de bandas.
Foi verificado que os primers OPA 19, OPB 8, OPF 3, OPF
11, OPF 12, OPF 14, OPW 1, OPW 9, OPW 17, OPW
19, OPY 6, OPY 16, OPY 19 e OPY 20 estao entre os que
melhor amplificaram as amostras analisadas, sendo estes os
utilizados para as reagdes de amplificagdo das populagoes.
Os cariétipos foram determinados com base nos trabalhos de
Andrades - Miranda et al., 1), Paresque et al., 14), Pereira;
Geise (15) e Sbalqueiro (16).

Para avaliar - se a variabilidade genética, os dados obtidos
através da determinagdo da presenca ou auséncia de 205
bandas formaram uma matriz que foi analisada com auxilio
do programa computacional MVSP 3.1. Os dendrogramas
de similaridade foram construidos pelo algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Aver-
ages), utilizando - se o coeficiente de Jaccard para cdlculo
de similaridade e o coeficiente de Nei & Li para o célculo da
distancia genética. Os resultados genéticos foram avaliados
considerando diferengas genéticas entre os individuos anal-
isados, comparando - se principalmente os representante ja
cariotipados com os demais, a fim de responder aos obje-
tivos deste trabalho.

RESULTADOS

Levando em consideragao os 13 individuos estudados foi
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identificado um total de 205 loci, sendo que destes, 180
(87,8%) mostraram - se polimérficos, sendo que o nimero
de loci utilizados para andlise foi bastante superior aos uti-
lizados por Trott et al., (2007) em espécies do género Olig-
oryzomys que utilizaram 75 loci polimérficos.

O coeficiente de similaridade de Jaccard variou de 0,36 a
0,74 para os exemplares analisadas. A andlise de agru-
pamentos UPGMA e a Andlise de Componentes Princi-
pais (PCA) permitiram separar dois grupos distintos. O
primeiro grupo corresponde aos dois exemplares identifi-
cados cariotipicamente como Oligoryzomys flavescens, e o
segundo grupo representado pelos demais individuos, in-
cluindo os definidos como O. nigripes pela determinacao
cariotipica, nao havendo agrupamento claro entre os compo-
nentes deste grupo com relagao a area de coleta. Este resul-
tado indica a capacidade dos marcadores RAPD em separar
estas duas espécies, resultado também obtido por Trott et
al., (19), permitindo também identificar os individuos anal-
isados por Slaviero (17). Além disso, houve uma nitida
separacao de um individuo nao cariotipado que aparece
de forma semelhante em trabalho realizado por Slaviero
(17), que estudou a influéncia do Rio Uruguai como bar-
reira de fluxo génico entre populacées de Oligoryzomys sp.
Estes autores relatam que o referido individuo, coletado no
Horto Florestal Municipal de Erechim - RS, pode tratar
- se de uma espécie distinta, incluida equivocadamente na
amostragem, em funcdo de sua distdncia genética com os
demais.

Trott et al., 19), ao analisar com marcadores RAPD o género
Oligoryzomys distribuido nos diferentes biomas do Brasil,
utilizaram um total de 75 produtos polimérficos amplifica-
dos simultaneamente em 151 exemplares, e observaram que
hé uma grande variagdo genética entre os taxa de Oligory-
zomys investigados. Porém, neste mesmo trabalho, obser-
vou - se que entre as espécies do género analisado, O. ni-
gripes e O. flavescens, foram as que apresentaram a menor
distancia genética entre si, deixando pouco compreensivel se
a andlise da distancia genética de Nei’s realmente separou
estas duas espécies.

Trott (20) analisado um total de 193 exemplares perten-
centes a seis espécies do género Oligoryzomys verificou que,
de um modo geral, o emprego do marcador RAPD neste
género foi satisfatério pois mostrou, conforme o esperado,
que as espécies e as populagdes de O. nigripes e O. flavescens
apresentam maior similaridade genética dentro das mesmas
do que entre elas.

Embora a priori ndo haja uma hipdtese de como se arran-
jam as espécies do género, os taxa investigados agruparam
- se, aparentemente, por seus cariotipos e de certa forma,
pelas areas geograficas que ocupam. Mas, neste caso, ape-
nas quando estas relagoes foram analisadas pelas distancias
euclidianas. Cabe ressaltar que agrupamentos por areas de
coleta nao ficaram claros no presente trabalho em fung¢ao do
nimero de exemplares analisados, mas, da mesma forma,
houve um separagao entre os individuos que eram compro-
vadamente O. flavescens e O. nigripes, o que vem a concor-
dar que os marcadores moleculares baseados em RAPD séo
capazes de separar geneticamente estas duas espécies.

CONCLUSAO

Ao analisar - se geneticamente as espécies O. flavescens e O.
nigripes, ficou comprovado que as técnicas de marcadores
moleculares com base em RAPD conseguem diferenciar es-
tas espécies e que, a maioria dos exemplares analisados e
nao cariotipados apresentaram uma forte tendéncia a serem
O. nigripes, com exce¢do de um individuo que néo foi sim-
ilar a nenhuma das espécies avaliadas. Nao foi observado
agrupamento claro relacionado a regido de coleta, talvez em
funcdo do nuimero de exemplares analisados.
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