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INTRODUÇÃO

Recentemente, numerosos estudos têm monitorado comu-
nidades de pequenos mamı́feros (roedores e marsupiais) em
áreas protegidas com o intuito de compreender a dinâmica
de populações e comunidades em fragmentos florestais das
florestas tropicais4,12,13,17,18 e do cerrado1,5,6,8.
Porém, as regiões norte do Rio Grande do Sul e sul de Santa
Catarina são locais ainda carentes de estudos cient́ıficos
relacionados à fauna ou à flora natural. Não obstante, são
regiões extremamente impactadas, pelo uso agropecuário
das terras, com desmatamentos profusos e inundações por
barragens, constrúıdas ao longo do rio Uruguai e seus
afluentes19.
As matas ciliares e áreas de preservação permanente são
inexistentes ou insuficientes em relação à sua extensão e
largura exigidas pela legislação3. Os estudos cient́ıficos, por
conseguinte, tendem a ter muita importância neste con-
texto de urgência em termos de conhecimento dos organ-
ismos que habitam a região, para prospecção de análises
das relações ecológicas e manejos futuros mais adequados
para estas áreas. As populações de roedores e suas respec-
tivas variabilidades genéticas podem fornecer importantes
subśıdios para, inclusive, extrapolar estes dados para out-
ras populações que têm o rio como vizinho e divisor de ter-
ritórios.
Os roedores pertencem à Classe Mammalia (mamı́feros),
Ordem Rodentia. São importantes em muitos ecossistemas
porque se reproduzem rapidamente, servindo de alimento
para predadores, são dispersores de sementes e vetores de
doenças20. Os roedores se dispersaram pela América do Sul
a aproximadamente 2,7 milhões de anos e embora na nossa
região a menos de 15.000 anos, após o degelo da última
glaciação, pode - se considerar a diversidade genética como
indicador do grau de isolamento reprodutivo.
Os marcadores moleculares estão sendo profusamente us-
ados para delinear e comparar populações em seus ambi-
entes naturais, bem como suas taxas evolutivas e graus de

parentesco. A utilidade dos dados moleculares extrapola a
simples análise filogeográfica, sendo muito relevantes para
a conservação em ńıvel de área geográfica e de organismos
envolvidos15. Dentre os marcadores moleculares, escolheu
- se o RAPD por ser mais rápido e barato, e também por
não requerer conhecimento prévio do genoma das espécies
que se deseja estudar, assim como justificado por Lynch e
Milligan9.

OBJETIVOS

Dessa forma, o presente trabalho visa identificar como
variam geneticamente diferentes populações de Oligory-
zomys sp. de populações de ambas as margens do rio
Uruguai e em regiões geográficas distintas de uma mesma
margem, e discutir qual a influência do rio Uruguai en-
quanto posśıvel barreira geográfica para populações de roe-
dores que tenham dificuldades para atravessar uma grande
massa de água. Como objetivos espećıficos pretende - se:
analisar através de marcadores moleculares RAPD os ma-
teriais genéticos obtidos; analisar os dados intra e interpop-
ulacionais para estabelecer posśıveis padrões e verificar a
divergência genética.

MATERIAL E MÉTODOS

Os tecidos integrantes deste estudo são de populações de
Oligoryzomys sp. amostrados em Passo Fundo - RS (Flona),
Erechim - RS (Horto Florestal), Alpestre - RS, Rio dos
Índios - RS e Chapecó - SC. Foram utilizados principal-
mente pedaços da orelha, coletados previamente e já cat-
alogados, fazendo parte do acervo do Museu Regional do
Alto Uruguai (MURAU) da URI Campus de Erechim.

A distância entre as populações escolhidas, localizadas no
Rio Grande do Sul (mais de 50 Km), foram determinadas
para garantir tratarem - se de populações geneticamente
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distintas. A população amostrada em Santa Catarina tem
o Rio Uruguai como posśıvel barreira de separação das de-
mais populações do Rio Grande do Sul. A população de
Chapecó foi composta por quatorze representantes, Horto
e Flona por doze, Rio dos Índios por cinco e Alpestre por
apenas dois representantes.

O material genético foi extráıdo usando - se o protocolo de-
scrito por Marinho10, testando - se diferentes alterações a
fim de otimizá - lo. Colocou - se até 20 mg de tecido em um
microtubo (1,5 mL) e em seguida, adicionou - se tampão de
lise (550 µL) e proteinase K (11 µL) e incubou - se overnight
a 370C ou 2 horas a 600C para extrair o DNA. Terminada
a incubação, adicionaram - se 350 µL de NaCl 5M que atua
na separação e precipitação do material genético. Neste mo-
mento foram feitas centrifugações sucessivas e lavagens com
etanol para eliminar as impurezas associadas ao DNA. Por
fim, adicionaram - se 100 µL de TE 1X e incubou - se a
370C para depois ressuspender o pellet e conservou - se a
40C.

Para amplificação de RAPD foi utilizada a seguinte reação:
Tampão de reação (50 mM Tris - HCl pH 9,0; 50 mM KCl;
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 amplificação seguiu o seguinte procedimento:
3 min a 92ºC, 40 ciclos de 1 min a 92ºC, 1 min a 36ºC e
2 min a 72ºC. Após, 3 min a 72ºC e resfriamento a 4ºC
até a retirada das amostras. A separação eletroforética foi
realizada em gel de agarose 1,4% em tampão TBE (trisma
0,089M, ácido bórico 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 restrição HindIII e EcoRI. Os fragmentos foram visual-
izados com brometo de et́ıdio sob luz ultravioleta e os géis
fotografados digitalmente.

Para otimizar os trabalhos de amplificação por RAPD foi
realizada uma seleção de primers pertencentes a sete kits da
Operon Technologies, sendo estes analisados em duplicata
e observando intensidade e reprodutibilidade de bandas.

RESULTADOS

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 estão entre os que
melhor amplificaram as amostras analisadas, sendo estes os
utilizados para as reações de amplificação das populações.

Para avaliar - se a variabilidade genética, os dados obtidos
através da determinação da presença ou ausência de 211
bandas formaram uma matriz que foi analisada com aux́ılio
do programa computacional MVSP 3.1. Os dendrogramas
de similaridade foram constrúıdos pelo algoritmo UPGMA
(Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic Aver-
ages), utilizando - se o coeficiente de Jaccard para cálculo
de similaridade. Os resultados genéticos foram avaliados
considerando diferenças genéticas entre as populações anal-
isadas, comparando - se principalmente os representante de
Chapecó com os demais, afim de responder aos objetivos
deste trabalho.

Levando em consideração os 45 indiv́ıduos estudados foi
identificado um total de 211 loci, sendo que destes, 181
(85,78%) mostraram - se polimórficos, sendo que o número
de loci utilizados para análise foi bastante superior aos uti-
lizados por Trott et al., 21 em espécies do gênero Oligory-
zomys que utilizaram 75 loci polimórficos.

A população que apresentou maior número de loci repro-
duzidos foi Chapecó (192), mas a porcentagem de bandas
polimórficas foi relativamente diferente e menor apenas para
a população de Alpestre (142 bandas, 29,58% polimórficas).
Isto pode ser explicado pelo número de exemplares desta
população ser menor que as demais.

O coeficiente de similaridade de Jaccard variou de 0,45 A
0,87 para as populações analisadas. A análise de agru-
pamentos UPGMA permitiu separar quatro grupos dis-
tintos. O primeiro grupo corresponde a população de
Rio dos Índios, a qual formou um grupo com quase to-
dos os indiv́ıduos amostrados. O segundo grupo apresenta
uma tendência de agrupamento da população do Horto de
Erechim com 64% dos exemplares do grupo (58% dos in-
div́ıduos amostrados). O terceiro grupo tem uma forte
tendência de agrupamento da população da Flona de Passo
Fundo com 80% dos exemplares do grupo (67% dos in-
div́ıduos amostrados). O quarto grupo tem tendência de
agrupamento da população de Chapecó, SC com 73% dos
exemplares do grupo (57% dos indiv́ıduos amostrados).

Entretanto, observa - se indiv́ıduos da população de
Chapecó - SC similares aos indiv́ıduos de outras populações,
principalmente do Horto de Erechim - RS e da Flona de
Passo Fundo - RS. Este resultado indica que a separação
geográfica do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, feita
pelo Rio Uruguai, não resulta em uma barreira genética
para esta espécie. A falta de proximidade genética entre a
população de Chapecó - SC e Alpestre e Rio dos Índios -
RS, os quais são próximos geograficamente, pode ser expli-
cada pelo baixo número de indiv́ıduos representantes destas
duas últimas populações.

Alguns indiv́ıduos não puderam ser agrupados, principal-
mente um indiv́ıduo coletado no Horto de Erechim, o qual
por sua distância genética, pode tratar - se de uma espécie
distinta, inclúıda na amostragem. Este resultado fica evi-
denciado na Análise de Coordenadas Principais (PCO).

A população de Rio dos Índios mostrou - se bastante distinta
das demais populações. Com a PCO, isto fica representado
com mais nitidez, pelo agrupamento dos indiv́ıduos desta
população, mesmo que para as demais não ocorra uma sep-
aração clara.

Trott et al., 21, ao analisar com marcadores RAPD o gênero
Oligoryzomys distribúıdo nos diferentes biomas do Brasil,
utilizaram um total de 75 produtos polimórficos amplifica-
dos simultaneamente em 151 exemplares, e observaram que
há uma grande variação genética entre os taxa de Oligo-
ryzomys investigados. Porém, as análises de agrupamento
utilizando a distância genética de Nei, não correlacionaram
a heterogeneidade genética das espécies e populações com
as áreas geográficas. Então, é posśıvel que as relações por
eles apresentadas seja resultado de uma particular historia
da biologia de cada espécie, como o tamanho de suas pop-
ulações passadas ou as diferentes estratégias desenvolvidas
para explorar e ocupar seus territórios atuais.
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Por outro lado, utilizando marcadores microssatélites,
populações geograficamente próximas de Nectomys
squamipesapresentaram - se significativamente diferentes
mesmo com uma pequena distância separando - as, de
acordo com estudos prévios de pequenos roedores que ap-
resentaram uma estrutura populacional significativa em re-
duzida escala espacial7,14. Esta significativa diferença pop-
ulacional de N.squamipes indica que a migração provavel-
mente seja restrita(resultando em fluxo limitado do gene),
e que a maioria dos movimentos estão confinados aos cur-
sos d’água (diferenciando genética e geograficamente pop-
ulações muito próximas de Nectomys)11.

Almeida et al., ,2 em um trabalho anterior, encontraram
um resultado semelhante ao trabalho de Maroja, Almeida e
Seuánez11, mas utilizando como marcador o RAPD, sendo
que seus dados não indicaram uma diferenciação substancial
na extensa área de distribuição de N. squamipes.

As diferentes populações de Oligoryzomys sp analisadas não
tem sua migração restrita ao ambiente aquático, conforme
discutido para N. squamipes. Além disso, observou - se que
corpos d’água podem não ser barreira para migração de in-
div́ıduos e, portanto, para o fluxo gênico entre populações.
Pode - se esperar então, que a similaridade genética entre os
indiv́ıduos seja maior, não ocorrendo uma separação clara
entre as populações conforme suas respectivas regiões de lo-
calização.

CONCLUSÃO

A análise da variabilidade genética entre as cinco pop-
ulações em questão utilizando marcadores RAPD, revelou
uma tendência de agrupamento dos indiv́ıduos de cada pop-
ulação, conforme a localização geográfica. Entretanto, ob-
servam - se indiv́ıduos da população de Chapecó - SC sim-
ilares aos indiv́ıduos de outras populações, principalmente
do Horto de Erechim - RS e da Flona de Passo Fundo -
RS. Dessa forma, não se pode afirmar que o Rio Uruguai
atue como uma barreira geográfica para o fluxo gênico em
populações de Oligoryzomys sp.
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