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Analises genéticas das espécies Rattus rattus e Oryctolagus cuniculus na
ilha da Berlenga Grande

Objectivo principal:

Avaliar os niveis de diversidade e diferenciacdo genética das populacdes de ratazana-
preta (Rattus rattus) e coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus) residentes na ilha Berlenga
Grande em comparacdao com outras populacdes da mesma espécie (continentais e
insulares).

Rattus rattus

Foram analisadas geneticamente um total de 19 amostras de ratazana-preta
capturadas na ilha Berlenga Grande na sequéncia de campanhas de monitorizacao
destas espécies que antecederam a campanha de erradicagdao. Assim, uma pequena
amostra de tecido da orelha foi utilizada para extraccdo de ADN gendmico para
posterior amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) de marcadores
moleculares adequados aos objectivos deste trabalho.

Foram seleccionados 2 marcadores moleculares mitocondriais — citocromo b e d-loop,
amplamente utilizados em trabalhos que visam, nomeadamente, avaliar a origem da
colonizacdo de determinada populacio de uma determinada espécie em
ilhas/arquipélagos assim como evidenciar a diferenciacdo de populagdes.

Citocromo b

Numa primeira fase foi avaliado o gene citocromo b (1140 pares de bases) em 14
individuos, para confirmacdo do estatuto especifico da ratazana-preta residente na
Berlenga Grande. Na sequéncia desta andlise foram obtidos dois hapldtipos
(sequéncias Unicas) que diferiam apenas em uma base. Por comparagdo com
sequéncias publicadas em bases de dados publicas (GenBank) foi confirmado o
estatuto taxondmico da espécie — Rattus rattus. Foram igualmente analisadas, para
comparac¢ao, quatro amostras provenientes da ilha do Corvo (Acores) e duas da ilha da
Madeira. Apesar de, a data desta andlise, ndo existirem amostras de ratazana preta
provenientes do continente portugués para comparacao, foram seleccionadas
sequéncias de diferentes areas geograficas de forma a permitir uma vasta cobertura da
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area de distribuicdo da espécie para comparagdao com as amostras obtidas na ilha
Berlenga. Assim, foram seleccionadas preferencialmente sequéncias resultantes de
amostras oriundas da Europa (Espanha, Franca, Itdlia, Grécia, ilhas Canarias) e Africa
(Argélia, Tunisia, Senegal, Benim, Zambia) assim como sequéncias provenientes de
espécimes de outros continentes.

A espécie Rattus rattus apresenta uma distribuicdo mundial, formando um complexo
constituido por diferentes linhagens mitocondriais previamente identificadas (baseada
em dados de citocromo b). A distribuicdo destas linhagens apresenta estrutura
geografica, sendo que a linhagem | é a Unica presente na Europa Ocidental. Apds
analise de todas as sequéncias foi possivel concluir que a ratazana-preta da Berlenga se
enquadra na linhagem | de citocromo b de Rattus rattus.

De forma a permitir uma analise o mais abrangente possivel em termos geograficos, as
sequéncias foram truncadas a 700 pares de bases. Dai resultou uma Unica sequéncia
para a ilha Berlenga que apresentava total redundancia/identidade com sequéncias
publicadas provenientes de Espanha, Franca, Italia, Tunisia, ilhas Canarias (Tenerife, La
Palma, El Hierro, La Gomera, Gran Canaria, Lanzarote), Senegal e Benim. Esta auséncia
de diferenciacao genética ao longo de dreas geograficas bastante vastas é coerente
com uma colonizagao recente (do ponto de vista evolutivo).

D-loop

De modo a permitir uma analise mais fina dos dados e procurar maior estrutura na
distribuicdo da variacdo genética a nivel geografico foi analisado um marcador
mitocondrial de evolucdo mais rdpida — o d-loop (um fragmento de 561 pares de
bases). Assim, foram avaliadas 19 amostras de Rattus rattus da ilha Berlenga bem
como 5 amostras entretanto disponiveis de Portugal continental (oriundas da Samarra,
Lisboa, Montijo, Viana do Alentejo e Porto Cbévo), uma de Espanha continental
(Burguillos del Cerro), 4 da ilha do Corvo (Acores), 8 da ilha da Madeira e 4 da ilha de
Porto Santo. Destas 41 amostras analisadas, apenas foram encontrados 5 hapldtipos,
sendo que todos os animais da Berlenga Grande partilhavam a mesma sequéncia,
igualmente encontrada em Portugal continental, na Madeira e em Porto Santo. Os
restantes haplétipos apenas se distinguiam da sequéncia mais comum (partilhada por
35 das amostras analisadas) em uma Unica mutacao.

Conclusoes:

Assim sendo, infere-se que a populacdo de Rattus rattus que habita actualmente a ilha
Berlenga ndo apresenta qualquer divergéncia a nivel do DNA mitocondrial (citocromo b
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e d-loop) quando comparada com outras populagdes, mesmo que provenientes de
origens geograficas muito distintas. Em termos evolutivos, este padrao genético
observado neste contexto geografico é consistente com um fendmeno de colonizacao
recente (em termos evolutivos), mediado pelo homem.

A partir exclusivamente das andlises genéticas efectuadas ndo existem quaisquer
evidéncias que a referida populacdo da Berlenga tenha sofrido um processo de
diferenciacdo que justifique atribuir-lhe qualquer estatuto de proteccdo. Um nivel
significativo de diferenciacdo desta populacdo face, por exemplo, a outras populacdes
continentais e/ou insulares, teria uma assinatura molecular ao nivel de ambos os
marcadores analisados, o que ndo se verificou. Acrescenta-se ainda que, hoje em dia,
alteragbes ao estatuto taxondmico de populagbes é um processo que conta,
invariavelmente, com analises genéticas como as levadas a cabo neste trabalho.

Oryctolagus cuniculus

Na sequéncia de campanhas de accdo de avaliacdo da populacdo de coelho
(Oryctolagus cuniculus) na ilha Berlenga Grande foram recolhidas amostras de tecido
da orelha dos animais capturados. Destas, foram seleccionadas 17 amostras para
avaliacdo genética do estatuto taxondmico da populacdo e despistagem de indicios de
hibridacdo com coelho doméstico. A pequena amostra de tecido da orelha foi utilizada
para extraccdo de ADN gendmico para posterior amplificacdo por PCR (Polymerase
Chain Reaction) de marcadores moleculares adequados aos objectivos deste trabalho.
Apds pesquisa bibliografica, foram seleccionados 2 marcadores moleculares para
analise — um marcador mitocondrial (d-loop) e um marcador nuclear localizado no
cromossoma X (gene F9). A utilizacdo conjunta dos dois tipos de marcador genéticos
permitem a deteccdo de fendmenos de hibridacdo que poderiam ndo ser detectados
utilizando apenas um dos marcadores.

Adicionalmente, para comparacdo, foram analisadas 3 amostras de coelho doméstico
assim como 5 amostras de coelho-bravo origindrias de Portugal continental (Mafra,
Alvito, Viana do Alentejo e Mértola ) e 2 amostras originarias da ilha da Madeira (Faja
da Ovelha e Arco da Calheta).
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D-loop (em curso)

Este marcador mitocondrial (de transmissdo exclusivamente materna) permite a
descriminacdo entre as duas sub-espécies de coelho-bravo existentes na Peninsula
Ibérica — Oryctolagus cuniculus cuniculus e Oryctolagus cuniculus algirus. Esta ultima é
a sub-espécie presente em territério portugués e aquela cuja ocorréncia é mais
provavel na ilha Berlenga Grande. Sendo transmitido a descendéncia exclusivamente
pelas fémeas (e ndo sofrendo recombinagdo) é particularmente informativo acerca das
linhagens maternas que sejam bem sucedidas a colonizar uma ilha.

Gene F9 (em curso)

Este gene localiza-se no cromossoma X, pelo que apresenta heranca bi-parental (é
passado as geracdes seguintes quer pelos machos quer pelas fémeas). A seleccao deste
marcador prendeu-se com a anadlise da literatura e a identificacdo de cada sub-espécie
(bem como de animais domésticos) com base nas sequéncias obtidas.

Resultados e conclusGes preliminares:

As analises dos dados ja recolhidos a nivel laboratorial (para ambos os marcadores
moleculares) ainda se encontram em curso. Contudo, através da inspeccao visual das
sequéncias obtidas (e comparacdo individual com sequéncias publicadas em bases de
dados publicas) foi ja possivel identificar a presenca, na maioria dos animais da
Berlenga analisados, de sequéncias caracteristicas de coelho doméstico ao nivel de
ambos os marcadores moleculares. Este resultado é validado pela comparagdao com os
resultados obtidos para os animais selvagens oriundos do continente, que resultaram
em sequéncias caracteristicas de coelho-bravo da sub-espécie Oryctolagus cuniculus
algirus, como seria expectavel. Da mesma forma, as sequéncias obtidas para os 3
coelhos domésticos analisados confirmaram o seu estatuto doméstico. Em ambos os
casos (amostras de coelhos selvagens e domésticos), os resultados obtidos foram
coerentes para ambos os marcadores moleculares estudados. No caso dos animais da
ilha Berlenga Grande foi possivel detectar sequéncias caracteristicas quer de coelho
doméstico (a maioria) quer de coelho-bravo. Este cendrio é compativel com uma
situacdo de hibridacdo entre ambos, sendo que em algum momento terd sido
introduzido coelho doméstico na ilha que se reproduziu com o coelho-bravo residente,
deixando uma assinatura genética do evento.
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Apesar de, fenotipicamente, o coelho da Berlenga se assemelhar totalmente ao coelho-
bravo, geneticamente é possivel concluir através da analise destes 2 marcadores que a
penetracdo do genoma de coelho doméstico na populacdo da Berlenga foi bastante
bem sucedida. Assim sendo, com base apenas nos resultados obtidos, um cenario de
potencial translocacdo de animais da Berlenga para o continente, resultaria na
contaminagdo genética das populagdes selvagens continentais caso os animais
translocados conseguissem reproduzir-se com estes Ultimos. As consequéncias seriam
imprevisiveis para o patriménio genético desta espécie que ficaria, seguramente,
ameacado.
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