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Resumo

Este trabalho teve como objetivo comparar e padronizar um protocolo eficiente
para a extracdo de DNA de tecido de Podocnemis expansa e testar o poder
informativo dos marcadores moleculares RAPD e ISSR para a andlise da
estrutura genética da espécie coletadas no entorno do Parque Nacional do
Araguaia, Tocantins, Brasil. O método de extracdo foi padronizado a partir do
teste com trés diferentes protocolos e permitiu a obtencdo de DNA com boa
gualidade e em quantidade adequada para as reacfes de RAPD e ISSR. A
razao Agso/Azgo das amostras apresentou um valor entre 1.8 a 2.3 indicando
gue estas apresentaram baixa contaminacdo por proteinas e que os DNAs
poderiam ser utilizados para testar o poder informativo dos marcadores RAPD
e ISSR. Os dois marcadores demonstraram ser uma ferramenta eficiente para
estudos genéticos de P. expansa.

Palavras chave: extracdo de DNA, Podocnemis expansa, marcadores
moleculares.

Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo comparar y estandarizar un protocolo eficiente
para la extraccion de ADN de fragmentos de tejido de Podocnhemis expansa y
evaluar el poder informativo de los marcadores moleculares RAPD e ISSR para
el andlisis de la estructura genética de la especie colectada en el entorno del
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Parque Nacional do Araguaia, Tocantins, Brasil. EIl método de extraccion fue
estandarizado a partir de la evaluacion de tres diferentes protocolos
permitiendo la obtencién de ADN de buena calidad y en cantidad adecuada
para las reacciones de RAPD e ISSR. La razon Aj/Azgo de las muestras
presentd un valor entre 1.8 a 2.3, indicando que estas presentan baja
contaminacion por proteinas y que los ADNs podrian ser utilizados para evaluar
el poder informativo de los marcadores RAPD e ISSR. Los dos marcadores
demostraron ser una herramienta eficiente para estudios genéticos de P.
expansa.

Palabras clave: extraccibn de ADN, Podocnemis expansa, marcadores
moleculares.

Abstract

This study aims to compare and standardize an effective protocol for DNA
extraction from tissue of Podocnemis expansa and test the informative power of
RAPD and ISSR markers to analyze the genetic structure of species collected
in the vicinity the National Park Araguaia, Tocantins, Brazil. The extraction
method was standardized by the test with three different protocols and allowed
the acquisition of DNA with good quality and in adequate quantities for there
actions of RAPD and ISSR. The A260/AA280 ratio of the samples showed a
value between 1.8 to 2.3 indicating that they had low contamination by proteins
and the DNA could be used to test the in formative power of the RAPD and
ISSR markers. The two markers proved to be an efficient tool for genetic
studies of P.expansa.

Keywords: DNA extraction, Podocnemis expansa, molecular markers.
Introducao

Podocnemis expansa (Schweigger, 1812) é uma das espécies mais conhecidas
de queldnios de agua doce do Brasil, sendo considerada a maior tartaruga da
América do Sul (LUZ, 2005). Sua distribuicdo esta associada ao sistema
hidrogréafico da bacia Amazonica e do Orinoco, ocorrendo em rios da Colémbia,
Venezuela, Guiana, Equador, Peru, Bolivia e Norte do Brasil, chegando a
atingir a regido central do territério brasileiro (Goias e Mato Grosso) (LUZ,
2005). No Estado do Tocantins, um dos pontos de ocorréncia da espécie situa-
se em uma regido com relevante importancia ecolégica, onde ocorre uma
transicdo de biomas, conhecido como regido ecotonal, a llha do Bananal
(GALVAO, 2007).

P. expansa € um recurso alimentar disponivel e de grande importancia para as
populagbes humanas em toda a sua area de ocorréncia (SALERA JR. et al.,
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2006). O interesse pela espécie vao desde o consumo direto de suas carnes,
ovos, 6leo ou manteiga da gordura dos ovos, producdo de medicamentos e
cosmeéticos e até a utilizacdo dos cascos para utensilios domésticos,
artesanatos e também como brinquedo de crianga, além da importancia
simbolica para muitas comunidades (PRITCHARD e TREBBAU 1984,
ESCALONA e FA, 1998; PEZZUTTI, 2003; SALERA JR. et al., 2006).

Em virtude da intensa predacao que a espécie vem sofrendo desde os tempos
coloniais, o Governo Brasileiro, estabeleceu em 1979 um Projeto de Protecéo e
Manejo dos Quelbnios da Amazbnia, coordenado pelo Instituto Brasileiro de
Desenvolvimento Florestal-IBDF (IBAMA, 1989). A partir de 2007, o projeto
passou a ser coordenado pelo IBAMA abrangendo o Programa Nacional de
Conservacao dos Queldnios Continentais, envolvendo manejo conservacionista
e pesquisas, priorizando as Unidades de Conservacdo e o RAN foi para o
Instituto Chico Mendes para Conservacao da Biodiversidade (RAN/ICMBIo0).

Em 1998, a Fundacao Universidade Federal do Tocantins (UFT), contando com
0 apoio do RAN/IBAMA, iniciou trabalhos com a espécie P. expansa na llha do
Bananal, entorno do Parque Nacional do Araguaia (PNA) (MALVASIO e
SALERA-JUNIOR, 2004). As pesquisas realizadas nessa localidade
demonstraram que a interdisciplinaridade é fundamental para promover o
melhor conhecimento de varios aspectos da biologia de P. expansa, o que
auxilia na elaboracéo de uma politica adequada para a conservacdo e manejo
da espécie. O conhecimento da estrutura genética das populacbes de P.
expansa do PNA é uma necessidade inerente, visto que o entendimento dos
niveis de diferenciacdo populacional pode ajudar com informacdes genéticas
gue poderao ser utilizadas na escolha de medidas mais acuradas de manejo e
conservacao para a espécie na localidade.

Com o advento da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), diversos
marcadores moleculares tornaram-se disponiveis para a caracterizacdo da
estrutura genética de varios taxons (FERREIRA e GRATAPAGLIA, 1998). O
grande avanco na area de marcadores moleculares baseados em PCR ocorreu
em 1990, com a idéia da utilizacdo de primers mais curtos (dez pares de base)
e de sequéncia arbitraria, eliminando assim a necessidade do conhecimento
prévio da regido a ser amplificada (WILLIAMS et al., 1990). A técnica foi
descrita independentemente por dois grupos (WELSHE e MCCLELLAND,
1990; WILLIAMS et al. 1990). WILLIAMS et al. (1990) patentearam a
metodologia com o0 nome mais comumente utilizado Random Amplified
Polymorfic (RAPD). Essa técnica possui grande potencial para detectar
polimorfismo genético de espécies desconhecidas geneticamente, permitindo a
obtencao de resultados de forma rapida (LACERDA et al., 2002). Além disso,
apresenta baixo custo, tornando-se uma ferramenta acessivel a muitos
laboratérios (LACERDA et al., 2002).
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Mais recentemente vem sendo utilizado a técnica denominada Inter Simple
Sequence Repeats (ISSR) (ZIETKIEWICZ et al, 1994; GUPTA et al., 1994).
Nesta técnica os SSRs, sdo utilizados como primers para amplificar
principalmente regides entre SSRs (ZIETKIEWICZ et al., 1994, REDDY et al.,
2002), podendo ser ou ndo ancorados nas posi¢des terminais 3’ ou 5’ de um a
qguatro bases degeneradas dentro das sequéncias flanqueadoras (GUPTA et
al., 1994). As repeticdes de microssatélite utilizado como primers podem ser di-
nucleotideos, tri-nucleotideos, tetra-nucleotideos ou penta-nucleotideos
(ZIETKIEWICZ et al., 1994). O ISSR é um método simples, rapido, reprodutivel
e que supera muito das limitacdes técnicas descritas para alguns marcadores,
como o préprio RAPD (TSMURA et al., 1996).

No entanto, um DNA puro e de boa qualidade é pré-requisito para qualquer
analise molecular (ARAS et al., 2003). Porém, os protocolos convencionais de
extracdo de DNA ndo sao necessariamente reprodutiveis para todas as
espécies, sendo necessario realizar algumas adaptacdes e padronizacdes
(ARAS et al., 2003). Alem disso, o protocolo ideal deve ser aquele que
possibilite rapidez, eficiéncia, baixo custo e que preferencialmente néo
necessite a utilizacdo de produtos toxicos, como fenol.

O presente estudo propds (1) comparar e padronizar um protocolo para a
extracdo de DNA a partir de fragmentos de tecido de P. expansa, (2) testar e
comparar a capacidade informacional dos marcadores RAPD e ISSR para a
analise da diversidade genética em uma populacdo natural de P. expansa do
entorno do Parque Nacional do Araguaia, Tocantins, Brasil.

Material e métodos
Area de estudo e coleta dos tecidos

Foram capturados 30 individuos de P. expansa de acordo com PORTELINHA
(2007), IBAMA (1989) e PEZZUTI (2003), provenientes do rio Javaés, entorno
do Parque Nacional do Araguaia, Ilha do Bananal - TO, durante o ano de 2006.
A area situa-se entre os paralelos 9°50’ S e 11°10’ S e os meridianos 49°56° W
e 50°30’ W. e apresenta um regime climatico tropical umido de transicao (Aw)
com duas estacfes bem definidas: o verdo (novembro a abril) meses em que
predominam as chuvas, e o inverno (maio a outubro) onde marca-se o periodo
da seca. O total pluviométrico anual fica em torno de 1.750 mm, e a
temperatura média anual gira em torno de 24°C (SALERA JUNIOR et al.,
2009).

Dos animais capturados, foram retirados pequenos fragmentos de tecido das
patas posteriores. Cada tecido coletado foi acondicionado em microtubos
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contendo A&lcool 95%, para posterior extracdo dos DNAs e teste dos
marcadores em laboratorio.

Extragcdo do DNA gendmico

Foram comparados 3 protocolos para a extracdo do DNA de tecidos de P.
expansa. O protocolo em teste (I) utilizou o tampé&o de lise nuclear (TLN) em
sua metodologia e os outros dois (Il e Ill) sédo protocolos tradicionais descritos
por PECCININI-SEALE (2002) e SAMBROOK et al. (1989), respectivamente.
Nesta etapa foram utilizadas apenas duas amostras de tecido de P. expansa,
porém procurou-se padronizar a quantidade de tecido que seria utilizado para
as extracdes (aproximadamente 200 mg de tecido). Apds essa etapa, foi
escolhido para a extracdo das demais amostras de tecido da espécie (n=30) o
protocolo que permitiu a obtencdo de uma maior quantidade de DNA.

O protocolo | consiste da digestdo do tecido com 800 pyL de tampéao de lise
nuclear TLN (NaCl 400mM; EDTA 25mM; Tris-HCI 50mM, pH8,0), 50 uL de
SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 10% e 20 pL de proteinase K (10 mg/mL) que
foram mantidos a 55°C por aproximadamente 12 horas. Apds essa etapa,
foram adicionados 300 pL de NaCl 7 M saturado ao material que foi
homogeneizado e deixado por 15 minutos em gelo. A separacao das fases foi
feita apdés centrifugacdo a 10.000 g por 10 minutos. Em seguida,
aproximadamente 600 uL do sobrenadante foram transferidos para um novo
tubo estéril e precipitados com 1000 yL de etanol absoluto. A solucéo foi
estocada em freezer por no minimo 3 horas, centrifugado a 10.000 g por 10
minutos e o sobrenadante descartado. O precipitado foi lavado com 500 pL de
etanol 70%, centrifugado a 10.000 g por 10 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o DNA precipitado foi seco a temperatura ambiente. Aos tubos
contendo DNA, adicionou-se 30 pL de tampao TE (10 mM de Tris - HCI pH 8,0;
1 mM de EDTA) acrescido de RNAse (10 mg/mL), que foram mantidos a 37 °C
por 1 hora e, entdo, armazenados a -20 °C.

Verificacdo da extracdo do DNA gendémico

Os DNAs extraidos foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%,
corado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e visualizados em transiluminador
de luz ultravioleta para verificar a integridade e qualidade dos DNAs.

Os DNA foram quantificados por absorbancia (ABS) a 260nm em
espectrofotometro Amersham Biosciencs Ultrospec 1100 pro. Em seguida,
suas concentra¢des foram calculadas pela formula:

[DNA] = 50 ug/mL x D x A260
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Onde [DNA] é a concentracdo do DNA (ng/mL), D é o fator de diluicdo usado
para fazer a leitura espectrofotométrica e A260 € a leitura obtida no
comprimento de onda de 260 nm (ROMANO e BRASILEIRO, 2000).

A relacao de absorbancia A260/A280 foi determinada para verificar a qualidade
do DNA e possivel contaminagdo com proteinas.

Reacdes de PCR com os marcadores RAPD e ISSR

Foram utilizados 4 primers RAPD e 3 primers ISSR (Tabela 1) para verificar a
possibilidade da amplificacdo via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)
(INNIS et al., 1990) com os DNAs extraidos pelo protocolo padronizado. Os
primers aqui descritos foram selecionados a partir de testes realizados
anteriormente (dados ndo mostrados), no qual se testaram 33 primers RAPD
(Operon Technologies Inc., Alameda, CA, EUA) e 34 primers ISSR.

Tabela 1. Relacdo dos primers RAPD e ISSR selecionados para a amplificacéo e suas
respectivas sequiéncias nucleotidicas

Marcador Primer Sequéncia (5 — 3)
RAPD OPM 20 AGG TCTTGG G
RAPD OPM 10 TCTGGC GCAC
RAPD OPT 16 GGTGAACGCT
RAPD OPT 20 GAC CAATGCT

ISSR SPARO1  ACT GAC TGACTG ACT G
ISSR (GACA)4  GACA GACA GACA GACA
ISSR (AACC)4  AACC AACC AACC AACC

As reacbes de amplificacdo das 30 amostras de DNA de P. expansa foram
realizadas em um termociclador PxE 0.2 (Thermo Electron Corporation, Inc). As
reacdes continham 1X de tampao da Taq DNA polimerase (Tris-HCI 100 mM,
pH 8,5, KCI 500 mM) (LGC do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), 2,5 mM de MgCl,
(LGC do Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), 0,25 mM de dNTPs (LGC do Brasil, Rio
de Janeiro, Brasil), 0,2 uM de primers, 1,5 U de enzima Taq DNA polimerase
(UFAM-AM), DNA (50 a 100 ng) e agua-ultrapura.

O ciclo de amplificacdo de RAPD foi composto por uma etapa de desnaturacao
inicial de 40 s a 94 °C, seguido de 3 ciclos de 94 °C por 40 s, 35 °C por 1 min e
72 °C por 2 min e por 37 ciclos de 94° C por 40 s, 37 °C por 1 min 37 °C por 1
min, 72°C a 2 min e uma extensao final de 72 °C por 5 min e incubacéo a 4 °C
por 10 min.

As reacdes de ISSR foram submetidas a um ciclo inicial de 94 °C por 2 min,

seguidos de 40 ciclos de 92 °C por 1 min, 35 °C por 1 min e 72 °C por 2 min e
uma extenséao final de 72 °C por 5 min e incubagéao a 4 °C por 10 min.
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Os produtos resultantes das amplificacdes foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 2% para RAPD e 1,5% para ISSR. Os géis foram corados com
brometo de etideo (0,5 pg/mL), visualizados em transiluminador de luz
ultravioleta e fotografadas com camera digital para posterior interpretacéo das
bandas amplificadas.

Andlises das bandas amplificadas

As bandas resultantes das reacdes de RAPD e ISSR foram avaliadas quanto a
sua auséncia ou presenca (0 ou 1) no gel de agarose 2% e 1,5%,
respectivamente. Em seguida, foram construidas matrizes binarias para os
dados gerados.

Resultados

Extracdo do DNA

O rendimento do DNA extraido com os trés protocolos (I, Il e 1ll) variou de 90 a
400 ng (Tabela 2). O protocolo | foi 0 que apresentou o melhor rendimento (320
e 400 ng/mL) e por esse motivo foi o protocolo escolhido para a extracdo das

demais amostras de tecido de P. expansa (Fig. 1).

A razdo Ao/ Asgo Obtidas variaram de 1.8 a 2.3 estando dentro da faixa
recomendada (Tabela 2).

Figura 1. Pefrfil eletroforético do DNA de 9 individuos extraidos com o uso do protocolo
I
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Tabela 2. Protocolos testados, concentracdo do DNA (ng/mL) e pureza do DNA
(expresso pela razdo Azsonm/Azsonm), €Xtraido de dois tecidos de P. expansa com o0s
trés protocolos de extracdo de DNA
Amostras Protocolos Concentragdo (ng/mL) Raz&o Azsonm/Azsonm

1 | * 320 ng/mL 1,8
2 I 400 ng/mL 1,8
1 Il ** 250 ng/mL 19
2 Il 90 ng/mL 2.3
1 1] *** 290 ng/mL 1,9
2 1 290 ng/mL 2,1

* Tampéo TLN; ** PECCININI-SEALE (2002); *** SAMBROOK et al. (1989).
Amplificagéo por RAPD e ISSR

As amplificagdes com os 4 primers RAPD selecionados (OPM 20, OPM 10,
OPT 16, OPT 20) geraram um total de 21 bandas, 10 das quais foram
polimorficas (48%). O numero médio de segmentos amplificados por primer foi
de 5.3 (Fig. 2). Ja nas analises realizadas com os 3 primers ISSR (SPAR 01,
GACA,, AACC,), foram obtidos 16 bandas, 10 das quais foram polimorficas
(62%), com média de 5.3 por primer (Fig. 3).

Figura 2. Peffil eletroforético em gel de agarose 1,5% demonstrando o padrédo de
amplificacdo de 13 animais, utilizando o primer RAPD (OPM10). A 1% amostra da
esquerda representa o padréo de massa molecular de 100pb.
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Figura 3. Perfil eletroforético em gel de agarose 1,5% demonstrando o padréo de
amplificacdo de 15 animais, utilizando o primer ISSR (AACC)4. A 1% amostra da
esquerda representa o padrao de massa molecular de 100pb.

Discussao

Por meio dos trés protocolos de extragdo de DNA, foram obtidos uma
guantidade de DNA suficiente para a realizacao das reacdes de PCR utilizando
marcadores dominantes como o0 RAPD e ISSR, que segundo FERREIRA E
GRATAPAGLIA (1998) fica na faixa de 5 a 10 ng.uL™ por reacdo. Porém,
considerando fatores como rendimento de DNA, custo, rapidez, praticidade,
guantidade de DNA e sustentabilidade, o protocolo de extracdo de DNA mais
gualificado para tecido de P. expansa foi o protocolo I. Justamente por nao
utilizar fenol, como os demais, e por apresentar precipitacdo salina combinada
com etanol, este mostrou-se menos laborioso, mais barato e ecologicamente
mais adequado por gerar menos residuos toxicos.

As razdes de Ageo/Azso, Obtidas com o protocolo |, indicaram baixa
concentracdo de proteinas, estando no intervalo entre 1.8 a 2.0,definido como
satisfatorio por SAMBROOK et al., (1998). Sabe-se que a obtencdo de DNAs
com altas quantidades de proteinas tornam a amostra impura e ndo adequada
para a realizacdo da reacdo de PCR produzindo amplicons com intensidades
fracas no gel, o que néo foi observado no presente estudo.

O efeito da qualidade e quantidade do DNA na geracao e reprodutibilidade de
produtos amplificados de RAPD foram testados por WEEDEN et al. (1992). Os
autores observaram que a qualidade do DNA tem um grande efeito na geracao
e resolucao do produto amplificado.

A técnica de extracdo de DNA testada nesse trabalho (protocolo 1) forneceu

material com qualidade e quantidade suficientes para gerar produtos
amplificados de RAPD e ISSR, certificando o método.
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A partir dos produtos amplificados, pbéde-se também constatar que o0s
marcadores RAPD e ISSR apresentaram amplicons polimérficos, o que € uma
capacidade informativa promissora para a geracdo de dados da estrutura
genética de P. expansa. Vale notar que nos testes realizados o marcador ISSR
mostrou-se mais polimoérfico que o marcador RAPD, talvez indicando uma
maior aplicabilidade nos estudos de divergéncia genética.

O uso desses marcadores resulta em diversas vantagens praticas como:
simplicidade, rapidez, baixo custo e ndo requer instalagdes sofisticadas para a
sua execuc¢ao. Por isso, esses marcadores poderao ser utilizados em analises
genéticas iniciais de espécies nado caracterizadas geneticamente, como a
populacdo de P expansa do entorno do Parque Nacional do Araguaia, Illha do
Bananal, Tocantins.
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