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Resumo

Este trabalho teve como objetivo adaptar um protocolo para
a extragao de DNA a partir de aciculas de Araucaria angustifolia
e testar a capacidade informativa de marcadores RAPD para a
anélise da diversidade genética de populagées naturais desta
espécie. O método de extragao foi padronizado a partir de oito
protocolos testados e permitiu a obtencdo de DNA com boa
qualidade para as reacées de RAPD. A razao OD,/OD,,, de
80% das amostras apresentou um valor entre 1,7 e 2,0 indicando
que estas apresentaram baixa contaminagao por proteinas. Os
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marcadores RAPD demonstraram ser uma eficiente ferramenta
para estudos genéticos, possibilitando a estimativa de um indice
de diversidade genética (indice de Shannon H=0,50) superior
ao obtido com marcadores isoenziméaticos (H=0,29) e PCR-RFLP
(H=0,0), para a populagao natural de araucéria do Parque
Ecolégico Municipal de Lages/SC.

Unitermos: Extracao de DNA, Araucaria angustifolia,
diversidade genética, marcadores moleculares, CTAB.

Abstract

This study was aimed at adapting a DNA extraction protocol
by Araucaria angustifolia leaves, and testing the informative
capacity of RAPD markers for genetics diversity analysis in natural
populations of this species. The extraction method was
standardized by eight tested protocols and it was possible to obtain
good quality DNA for RAPD reactions. The OD,/OD,, ratio
ranged from 1.7 to 2.0 in 80% of the samples, indicating that
they had a low level of protein contamination. The RAPD markers
demonstrated their capacity as a useful tool to genetic studies,
since the estimate of a genetic diversity (Shannon index H=0.50)
higher than that obtained by other authors with isozyme markers
(H=0.29) and PCR-RFLP (H=0.0) for the same natural
population of the Ecological Municipal Park, Lages, Santa
Catarina, Brazil.

Key words: DNA extraction, Araucaria angustifolia, genetic
diversity, molecular markers, CTAB.

Introducao

Varios métodos de extracdo de DNA ja sao conhecidos e
foram otimizados para diversas espécies vegetais. Entretanto,

48



Extragéo de DNA e marcadores RAPD em Araucaria angustifolia

pouco se tem estudado sobre a otimizagao de protocolos para
espécies florestais nativas da regiao Sul do Brasil.

Um dos métodos mais empregados nos laboratérios de
genética de plantas no Brasil é baseado na utilizacao do
detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilaménio). Este protocolo
é utilizado para diversas espécies vegetais, com modificagoes
especificas para cada uma. A extracao de DNA de alta qualidade
¢ um dos requisitos para a avaliacdo molecular de espécies de
grande importancia como é o caso do pinheiro brasileiro.

A Araucaria angustifolia é uma importante espécie vegetal
da Floresta Ombréfila Mista no Sul do Brasil. Sua importancia
se expressa tanto no aspecto ambiental quanto econémico. Em
funcao de seu alto valor econémico, esta espécie tem sido
exaustivamente explorada, restando somente alguns
remanescentes isolados em sua regiao natural de ocorréncia. Essa
exploragao provoca também a erosao genética desta espécie
florestal, devido a sua extracdo sem critérios de selecao ou
manejo. :

Populagbes naturais de araucéria vém sendo estudadas
hé vérios anos através de caracteristicas morfolégicas (Kageyama
e Jacob, 1980; Shimizu e Higas, 1980) ou de marcadores
isoenzimaticos (Shimizu et al., 2000; Auler et al., 2002; Mantovani
et al., 2002), buscando-se com isso, a caracterizacdo da
diversidade genética desta espécie.

Apesar destes marcadores possibilitarem a analise de
caracteristicas adaptativas e da diversidade genética,
respectivamente, apresentam limitagdes, como a interferéncia
ambiental para os marcadores morfolégicos e o baixo ntmero

de locos acessados pelas isoenzimas (Ferreira e Grattapaglia,
1998). '

Marcadores baseados na anélise direta do DNA, como os
RAPDs, sigla em inglés para DNA polimérfico amplificado ao
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acaso (Welsh e McClelland, 1990; Willians et al., 1990),
apresentam a vantagem de nao sofrerem interferéncia ambiental
e possibilitarem amplo acesso ao genoma do organismo
estudado, de maneira rapida e eficiente.

O presente trabalho teve como objetivo padronizar um
protocolo para a extragao de DNA a partir de aciculas de A.
angustifolia, baseado no detergente CTAB, bem como testar a
capacidade informativa de marcadores RAPD para a andlise da
diversidade genética, em uma populacao natural de A. angustifolia.

Material e Métodos

Extracao de DNA

Aciculas de plantas adultas da populagao natural do Parque
de Campos de Jordao/SP (n=50) e do Parque Ecolégico
Municipal de Lages/SC (n=30), foram coletadas, acondicionadas
em silica gel ou em caixas térmicas com gelo e transportadas até
o laboratério. A extracao de DNA foi realizada imediatamente
ap6s a chegada do material vegetal ao laboratério. As amostras
provenientes de Campos de Jordao tiveram metade das aciculas
mantidas a —20° C por um periodo de uma semana a trés meses,
para posterior extragao do DNA.

Os protocolos descritos por Murray e Thompson (1980),
Rogers e Bendich (1985), Hattori et al. (1987), Doyle e Doyle
(1990), Cheng et al. (1997), Ferreira e Gratappaglia (1998),
Romano e Brasileiro (1999) e Stefenon e Nodari (2001), foram
testados, para a padronizacao de um protocolo para A.
angustifolia. Etapas de centrifugagao em gradiente de cloreto de
césio e de cromatografia, citadas por alguns protocolos, foram
excluidas dos testes realizados.

O protocolo padronizado constou da maceragao de 150 mg
de aciculas, congeladas em nitrogénio liquido e maceradas em gral
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de porcelana, até resultar em pé fino. Imediatamente, acrescentou-
se 1,5 mL de tampéo de extragéo [20 mg/mL de CTAB; 87 mg/mL
de NaCl; 20 mM de EDTA (&cido etileno diamino tetracético); 12,1
mg/mL de Tris-HCI pH 8,0; 20 mg/mL de PVP; 1 mL de 2-
mercaptoetanol]. O material de cada tubo foi dividido em dois
microtubos de 2 mL (gerando uma duplicata para cada amostra) e
mantido em banho-maria (60°C) por 40 a 60 min. invertendo-se a
cada 15min. para homogeneizacao. Decorrido o tempo, os tubos
foram deixados sobre a bancada até atingira temperatura ambiente,
aos quais foram acrescentados 600 mL de CIA [cloroférmio:alcool
isoamilico 24:1]. Por inversao durante 3 min. o material foi
homogeneizado e depois centrifugado a 13.600 g por 5 min. a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi transferido para dois
novos microtubos de 2 mL, aos quais foi acrescentado 5 mL de
RNAse A (10ig/mL), seguido de homogeneizagéo. Apés essa etapa,
o material foi mantido na estufa a 34°C por 40 min. Apds a adicéo
de 600 uL de CIA, os tubos foram homogeneizados por 3 min. e
centrifugados a 13.600 g por 5 min. & temperatura ambiente. O
sobrenadante foi transferido para dois microtubos de 1,5 mL,
adicionando-se a seguir 50 uL. de solucéo de CTAB 10% [100 mg/
mL de CTAB; 81,2 mg/mL NaCl] a 60°C. Apés a homogeneizagao,
adicionou-se 600 uL de CIA, invertendo-se os tubos por 3min que
foram entdo centrifugados a 13.600 g por 5 min. & temperatura
ambiente. Transferiu-se o sobrenadante para dois novos microtubos
de 1,5 mL, adicionando 2/3 do volume de isopropanol —20°C e os
tubos incubados a ~20°C por 30 min. e na seqiiéncia centrifugados
a 4.000 g por 5 min. & temperatura ambiente. Apbs descartar o
sobrenadante, foi adicionado 1 mL de etanol 95% ao precipitado,
seguido de incubagéo a —20°C por 10 min. Os tubos foram
centrifugados a 5.100 g por 5 min. (temperatura ambiente) e o
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco a temperatura
ambiente. Aos tubos contendo DNA, adicionou-se 100 ul de TE
[10 mM de Tris-HCI pH 8,0; 1 mM de EDTA], que foram mantidos
a temperatura ambiente por 12-16 horas e, entao, armazenados a -
20°C, até o momento do uso.
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O DNA extraido foi resolvido em eletroforese em gel de
agarose 0,8%, corado com solugéo de 0,02% de brometo de
etideo e visualizado em transiluminador de luz ultravioleta T2202
(Sigma, NY, USA), conforme descrito por Sambrook et al. (1989).
A quantidade de DNA obtido para cada amostra foi estimada
pela comparacao com DNA de Fago Lambda com concentragoes
conhecidas de 20, 50, 100 e 200 ng/uL. Para se determinar a
pureza do DNA obtido, realizou-se a leitura em espectrofotébmetro
UV-1203 (Shimadzu, Columbia, USA) em 260 e 280 nm
(Sambrook et al., 1989), com trés repeticOes para cada amostra.

Reacoes de RAPD

Quarenta iniciadores para reagdes RAPD (kits A e F; Operon
Technologies) foram testados, para a selegao de marcadores
polimérficos. As reagdes de RAPD foram realizadas em um
termociclador PTC-100 (MJ Research, CT, USA), em um volume
de 13 uL, contendo uma concentragao final de tampao de PCR
1X; 2,5 mM de MgCl,; 0,2 mM de dNTPs (desoxinucleotideos
trifosfatados); 1 U de Taq DNA polimerase; 0,8 mg/mL de BSA
(soro albumina bovina); 0,4 uM de iniciador e 1,2 ng/ul. de DNA.
O ciclo de amplificacao foi composto por uma etapa de 4 min. a
92° C, seguido de 35 ciclos de 92° C por 45 s., 35°Cpord5s.e
72° C por 1:30 min., finalizando com 3 min. a 72° C. Junto as
amostras a serem amplificadas via PCR, foram adicionados dois
controles negativos: um sem DNA e um sem iniciador. Ao DNA
amplificado foram acrescidos 3 uL. de tampao de carregamento
[2,5 mg/mL de azul de bromofenol; 400 mg/mL de sacarose; 0,02
mg/mL de brometo de etidio; 12,1mg/mL de Tris-HCI pH 8,0; 1
mM de EDTA pH 8,0] e o produto da amplificagao foi resolvido
em gel de agarose 1,5%, corado com 0,02% de brometo de
etidio, em aparato de eletroforese horizontal submersa, com
tampéao de cuba TBE 1X [54 mg/mL de Tris-HCI; 27,5 mg/mL de
acido borico:; 0,01 M de EDTA pH 8,0]. A visualizagao das bandas
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foi feita em transiluminador de luz ultravioleta e os resultados
registrados em filme polaroid preto e branco.

As bandas resultantes das reacées de RAPD foram
avaliadas quanto a sua auséncia ou presenca no gel,
construindo-se uma matriz binaria para os dados
correspondentes as bandas polimérficas. Para a determinacao
do indice de similaridade de Jaccard, agrupamento das plantas
pelo método UPGMA e construcao do dendograma
correspondente, foi utilizado o programa NTSYSpc 2.02 (Rolf,
1990). A diversidade genética foi estimada pelo indice de
Shannon (1948), determinado por -S pi.In(pi), considerando
cada banda como um loco com dois alelos.

Resultados e Discussao

Coleta e acondicionamento das amostras

A quantidade do DNA extraido a partir de aciculas
acondicionadas em silica gel ou em caixas térmicas com gelo,
mostrou-se equivalente na anélise dos géis de agarose. Porém,
em materiais acondicionados em caixas térmicas com gelo e
armazenados a —20°C por uma semana a trés meses, observous-
se sinais de degradagao do DNA. A utilizacao de silica gel agiliza
o trabalho de coleta no campo e pode ser um fator diferencial em
casos de armazenamento do material vegetal por um periodo
mais longo, reduzindo os riscos de degradagao, uma vez que
promove uma ligeira desidratacao deste e consequente
conservagao (Stefenon e Nodari, 2001).

Extracao do DNA

Os oito protocolos de extracao de DNA testados foram
utilizados como base para a sintese e padronizagao de um
protocolo, descrito na secao Material e Métodos, e utilizado para
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extrair DNA de amostras que foram submetidas as reagdes de
amplificacdo com iniciadores decameros.

Os principais metabélitos contaminantes das amostras de
DNA de A. angustifolia sdo os compostos fenélicos (Fonseca et
al., 2000), as proteinas (Mazza e Bittencourt, 2000) e os
polissacarideos. Diferentes protocolos usam diferentes

componentes para evitar a presenca destes contaminantes na
solucao de DNA final.

Dentre os protocolos testados para a extragao de DNA de
araucéria, alguns nao continham PVP no tampao de exfragao
enquanto outros continham esse composto em concentracao de
1%. Esses protocolos acabaram por gerar precipitados de DNA
de colorac@o escura. Rogers e Bendich (1985) citam a
necessidade de utilizar PVP para a purificagao do DNA extraido
em algumas espécies, as quais apresentam precipitados escuros
quando este composto nao é acrescido ao tampao de extracao.
Precipitados escuros de DNA sao formados devido a ligagao
covalente de polifenéis oxidados ao DNA (Peterson et al., 1997)
e podem ser evitados pela utilizagao de altas concentragbes de
PVP e 2-mercaptoetanol no tampao de extragao (Wang et al.,
1996; Cheng et al., 1997).

Considerando a presenca de polifendis nos tecidos de
araucéria, a adicao de PVP em concentragao de 2%, juntamente
com 2-mercaptoetanol 1%, possibilitou a inibicao da oxidagao
dos polifenéis e auxiliou na eliminagao destes compostos, gerando
precipitados de DNA incolores na precipitagdo com isopropanol.
Essa caracteristica do precipitado pode ser avaliada como
auséncia de polifendis e melhor qualidade do DNA extraido.

Apbs trés extragdes organicas com cloroférmio (CIA) e uma
etapa de lavagem com solugao de CTAB 10% utilizada para a
eliminagéo polissacarideos da amostra (Rogers e Bendich, 1985
e 1988), a razao OD,, /OD,, apresentou valores entre 1,7 ¢ 2,0
em 80% das amostras, indicando que a contaminacao das
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amostras com proteinas foi minima (Sambrook et al., 1989). Para
cada amostra de DNA, foram realizadas trés leituras no
espectrofotémetro e a partir da média desses valores, realizou-se
o calculo da razédo OD,/OD,, . Estas repeti¢oes eliminam, ao
menos em parte, erros relacionados a preparacao das amostras
e leitura no espectrofotébmetro.

Quando o DNA extraido passou por somente uma ou duas
extragbes com cloroférmio, os dados de espectrofotometria
indicaram uma maior contaminagéo com proteinas, com valores
médios de 1,2 para a razao OD,, /0D, . Como nao se procedeu
a adigéo de proteinase K ao tampao de extracao, pode-se inferir
que as proteinas foram desnaturadas pelo 2-mercaptoetanol e
eliminadas pela extragao organica repetida trés vezes.

Utilizando-se o protocolo padronizado para a espécie, a
quantidade de DNA obtido nas extragoes, estimado em gel de
agarose (Figura 1), foi entre 33,3 e 400 mg, com um valor médio
de 147,3 mg de DNA por g de tecido.

FIGURA 1: Amostras de DNA quantificadas em gel de agarose 0,8%, corado com brometo
de etidio 0,02%. Linhas 1 a 4: DNA lambda com concentragao de 20, 50 100
e 200 ng/mL, respectivamente. Linhas 5a 11: DNA extraido a partir de aciculas
de araucaria, utilizando-se o método descrito no presente trabalho.

Um método de extracdo de DNA otimizado para A.
angustifolia foi descrito por Mazza e Bittencourt (2000). Este
protocolo apresenta uma etapa de liofilizagdo do material por
um periodo de 72 horas, seguido de duas etapas de extragao
organica com cloroférmio e precipitagdo com etanol absoluto,
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70% e 95%, respectivamente, utilizando-se trinta minutos para
cada lavagem. Apesar dos resultados satisfatérios quanto a
quantidade e qualidade do DNA obtido (valor médio de 110,65
mg de DNA por g de tecido e 77% das amostras com razao OD,,/
OD,4, entre 1,7 e 2.0), o método é moroso e demanda de longo
tempo para tratamento prévio do material vegetal.

Uma vez que estudos da diversidade genética de populagoes
naturais utilizam-se de um grande nimero de plantas amostradas,
um protocolo de extragao que proporcione uma répida obtengao
de DNA ¢ desejavel, para a otimizagao do processo de anélise. O
método apresentado no presente trabalho elimina a etapa de
liofilizacao e permite a precipitagdo do DNA com isopropanol {30
min.) e etanol 95% (10 min.), possibilitando a extragao de’'DNA
de 30 amostras em um periodo de oito horas de trabalho.

Reacdes de RAPD e anilise da diversidade genética

As reacbes de RAPD apresentaram melhores resultados
com aumento nas concentracdes de dNTPs, magnésio e DNA
no coquetel descrito por Ferreira e Grattapaglia (1998). O ciclo
de PCR descrito por Mazza (1997) foi otimizado por inclusao de
uma etapa inicial de desnaturagao, por reducdo nos tempos de
desnaturagao, ligagao dos iniciadores e extensao e pelo acréscimo
de um periodo final de extensao de 5 minutos. A figura 2
apresenta o padrao de bandas obtido com o iniciador OPA17
na populacédo estudada.

Dos quarenta iniciadores testados, quatro (OPA04, OPA09,
OPA17, OPF16) apresentaram polimorfismo (10%), gerando um
total de onze marcadores RAPD polimérficos para a populagao
de araucérias do PEM de Lages.

Trabalhando com marcadores RAPD para anélise da
diversidade genética entre seis populagdes naturais de araucéria
e utilizando a técnica de andlise de Bulks, Mazza (1997) obteve
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14% de iniciadores polimérficos (5 em 36). O nivel de
polimorfismos é dependente nédo sé do nimero de individuos
amostrados, mas também do nimero de populagdes (Brown e
Marshall, 1995). Assim, a comparagao entre os niveis de
polimorfismo obtidos, 10 e 14% respectivamente, ndo é apropriada,
uma vez que no presente trabalho foram usados 30 individuos de
uma Unica populacdo, enquanto no trabalho realizada por Mazza
(1997) foram utilizados seis bulks populacionais formados com
um ndmero nao mencionado de individuos.

FIGURA 2: Gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etidio 0,02%, demonstrando
o padrao de bandas obtidas em reagao RAPD com o iniciador OPA17
(Operon Technologies). Colunas 1 a 7: diferentes genétipos de araucéria,
apresentando polimorfismo em duas bandas identificadas pelas setas (®).
Coluna 8: controle negativo da PCR (sem DNA).

Esse nimero de iniciadores polimérficos pode ser
considerado baixo, quando comparado com o nivel de
polimorfismo de locos isoenzimaticos, que varia entre 20% e
80%, com uma média de 42,6% (Shimizu et al., 2000; Auler et
al., 2002; Mantovani et al., 2002). Apesar de marcadores
isoenzimaticos e RAPD nao serem necessariamente equivalentes
para comparagao com relacdo ao polimorfismo, Auler et al.
(2002) demonstraram também que populagdes com maior grau
de degradacao apresentam menor polimorfismo para locos
isoenzimaéticos. .

Todavia, outros trabalhos tém apresentado um baixo
polimorfismo para marcadores RAPD em espécies lenhosas
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(Chong et al., 1994; Barrett et al., 1997), o que pode ser uma
caracteristica comum para algumas espécies florestais.

Dessa forma, o nivel de degradacao da populacao de
araucarias do PEM de Lages, aliada a caracteristicas préprias
da espécie podem ser o fator responsavel pelo baixo polimorfismo
obtido, quando comparado com outras espécies vegetais como
Picea abies (Bucci e Menozzi, 1995) e Pinus spp. (Kubisiak et al.,
1995), que apresentaram 77,6 e 59,7, respectivamente.

Estudos de anélise da diversidade genética da mesma
populacao, realizados com marcadores isoenzimaéticos (Auler et
al., 2002) e PCR-RFLP (Schégl, 2000), apresentaram valores de
diversidade, estimados a partir da heterozigosidade observada,
iguais a 0,058 e zero, respectivamente. A partir dos dados
originais, o indice de diversidade genética de Shannon foi
determinado para esses dois marcadores. A diversidade genética
para marcadores isoenzimaticos foi H=0,29, enquanto para
marcadores PCR-RFLP foi H=0,0. Para os marcadores RAPD,
o indice de diversidade de Shannon foi H=0,50, valor superior
ao obtido com os outros dois marcadores, para a mesma
populagao.

Apesar da vantagem de serem marcadores co-dominantes,
que permitem caracterizar uma populacao quanto as freqtiéncias
alélicas e genotipicas, uma limitagao pertinente aos locos
isoenziméaticos é o baixo nimero de locos acessado (Ferreira e
Grattapaglia, 1998).

Marcadores PCR-RFLP utilizados por Schogl (2000) para
a caracterizacao da diversidade genética de popula¢des naturais
de araucaria pela analise direta do DNA também apresentaram
limitagao, pois apenas parte da regidao genémica do cloroplasto
foi acessada. Estas limitacbes podem ser superadas pelos
marcadores RAPD, que apesar de sua caracteristica dominante,
possibilitam o acesso ao genoma total de cada individuo, gerando
mais informacao que esses dois outros marcadores.

58



Extragdo de DNA e marcadores RAPD em Araucaria angustifolia

Todavia, deve-se ressaltar que qualquer planejamento
estratégico de recuperacao de areas degradas, conservagao de
remanescentes ou melhoramento genético de A. angustifolia néo
deve limitar-se a utilizacao de poucos marcadores, como 0s
apresentados no presente estudo, mas sim utilizar o maximo
possivel de informacao.

Tomando como base uma similaridade genética aleatéria
de 50% no dendograma correspondente a populagao estudada
(Figura 3), sete grupos de plantas foram obtidos. Trés sub-grupos
apresentaram 100% de semelhanca (1,4 e 11; 13,26 e 27; 15 e
18), enquanto a planta 30 apresentou a menor similaridade (24 %)
com relagao as demais.
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FIGURA 3: Dendograma baseado no coeficiente de similaridade genética de Jaccard
e agrupamento UPGMA, da populagao natural de Araucaria angustifolia
do PEM de Lages (n=30), a partir de onze marcadores RAPD. (Coeficiente
de correlagao cofenética = 0,7)
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A partir destes dados, péde-se constatar que os marcadores
RAPD apresentam uma capacidade informativa importante, por
permitir o acesso a uma ampla regidao gendmica. Mesmo sendo
marcadores dominantes, os dados gerados permitem que,
utilizando-se o indice de Shannon, se obtenha de um valor
numérico para a diversidade genética muito préximo do valor
de heterozigosidade, determinado por marcadores co-
dominantes (Lewontin, 1972).
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