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RESUMO

A regiao controle do DNA mitocondrial ou D-loop de tartarugas marinhas da espécie Caretta
caretta (Linnaeus, 1758) de areas de desova dos estados do Rio de Janeiro e Sergipe é
analisada corriqueiramente através de seqlienciamento pelo Laboratério de Genética Marinha
(LGMar) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ) num projeto de caracterizagao
genética das populagdes de tartarugas marinhas no litoral brasileiro desenvolvido em parceria
com o Projeto TAMAR-IBAMA. O objetivo do presente estudo é buscar um sistema de
rastreamento dos haplétipos de D-loop das tartarugas desta espécie através de uma técnica
mais simples, barata e rapida que possa ser empregada por laboratérios que ndo disponham
do servigo de seqlenciamento. A técnica combinada de PCR-SSCP (Reacdo em Cadeia da
Polimerase e Polimorfismo de Conformacao de Fita Simples) foi escolhida para este fim por
apresentar estas caracteristicas. Foram utilizados 10 espécimes representantes dos trés
diferentes haplétipos previamente encontrados para os estados do Rio de Janeiro e Sergipe -
CC-A4, CC-A24 e CCxLO. O padrao de bandas de cada haplétipo gerado por SSCP é
nitidamente distinto, o que mostra que a técnica é sensivel e que pode ser seguramente
utilizada como forma de rastreamento dos haplétipos de D-loop de C. caretta.
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INTRODUCAO

As tartarugas marinhas de modo geral apresentam um ciclo de vida longo e complexo,
envolvendo migragbes transoceénicas, alterndncia de habitats e de alimentagdo. Até os
séculos XVIII e XIX, estas foram muito abundantes nos mares tropicais e subtropicais.
Entretanto, a agdo antrépica caracterizada pela pesca comercial, a captura acidental, a
destruicdo de habitats de reproducdo, descanso e alimentagdo e, mais recentemente, a
contaminagdo dos mares tem determinado a condigdo atual de ameaga as populagdes de
tartarugas marinhas e de extingdo de muitas delas (LUTZ & MUSICK, 1996). Por este motivo,
em todo o mundo, tém sido realizados estudos de modo a esclarecer duvidas sobre seu ciclo
de vida, comportamento, estrutura de populagdes, e auxiliar desta maneira na determinacéo de
estratégias regionais e globais de manejo e conservagado destes organismos. As ferramentas
mais recentes utilizadas com esta finalidade tém sido a telemetria e a genética. Entretanto,
estas exigem altos investimentos financeiros, o que ainda € inviavel para muitos laboratérios.

No presente estudo, foi enfocada a espécie Caretta caretta (Linnaeus, 1758) ou cabeguda,
como é popularmente conhecida, por ser considerada a mais abundante em relagdo ao nimero
de desovas no litoral brasileiro, assim como pelo estado de ameaca de extingdo ou
vulnerabilidade em que se encontra - CITES (Convention on International Trade in Endangered
Species of Wild Flora and Fauna), NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration),
IUCN (The World Conservation Union) e MMA (Ministério do Meio Ambiente).

A regido controle do DNA mitocondrial (DNAmit) ou D-loop de tartarugas desta espécie de
areas de desova dos estados do Rio de Janeiro e Sergipe € analisada corriqueiramente através
de sequenciamento pelo Laboratério de Genética Marinha (LGMar) da Universidade do Estado
do Rio de Janeiro (UERJ) num projeto de caracterizagdo genética das populagcbes de



tartarugas marinhas no litoral brasileiro desenvolvido em parceria com o Projeto TAMAR-
IBAMA.

O objetivo do presente estudo é buscar um sistema de rastreamento dos haplétipos de D-
loop de C. caretta através de uma técnica mais simples, barata e rapida que possa ser
empregada por laboratérios que ndo disponham do servigo de sequienciamento. A técnica
combinada de PCR-SSCP (Reagado em Cadeia da Polimerase e Polimorfismo de Conformagéao
de Fita Simples) foi escolhida para este fim por apresentar estas caracteristicas.

MATERIAL E METODOS

As amostras de tecido de fémeas de C. caretta foram coletadas em praias de desova do
litoral norte do estado do Rio de Janeiro (Bacia de Campos) e Sergipe (Pirambu), monitoradas
pelo Projeto TAMAR-IBAMA durante suas atividades rotineiras de conservagéo. O material foi
entdo acondicionado em frascos contendo etanol 70% e enviados ao LGMar na UERJ.

A extracao do DNA gendmico total foi realizada segundo protocolo modificado de DAMATO
& CORACH (1996) e faz uso de tampéao de lise contendo brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB
2% /100 mM Tris-Cl pH 8,0 / 20 mM EDTA / 1,4 M NaCl). Em seguida, este foi quantificado em
gel de agarose 0,8% visualizado apds incubagdo em brometo de etideo (0,6 pg/mL). A
amplificagéo da regido controle do DNAmit ou D-loop (BOWEN et al., 1994; BOWEN et al.,
1995) foi realizada através da técnica de Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR; MULLIS &
FALOONA, 1987), utilizando-se os primers LCM15382 (Abreu-Grobois, comunicacao pessoal
2005) e H599 (LAURENT et al, 1998). Um fragmento de cerca de 800 pares de bases foi
amplificado e, em seguida, purificado utilizando-se GFX™ PCR DNA and gel band purification
kit (GE Healthcare), seguindo as recomendacgbes do fabricante. O seqlenciamento foi
realizado utilizando-se ET Dye terminator cycle sequence kit (Amersham Biosciences)
conforme especificagbes para uso no sequenciador automatico MegaBace 1000. As
sequéncias foram geradas pelo menos quatro vezes tanto no sentido senso quanto no anti-
senso. Para cada amostra, a sequéncia consenso foi gerada através dos programas CAP3
Sequence Assembly Program (HUANG & MADAN, 1999) e BioEdit Sequence Alignment Editor
versao 7.0.1 (http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Os haplétipos foram definidos a
partir da comparagao com os ja depositados em bancos de dados, como o Archie Carr Center
for Sea Turtle Research (ACCSTR - http://www.accstr.ufl.edu/ccmtdna.html). Neste, encontram-
se depositados 41 haplotipos da regido controle do DNAmit para C. carefta do Atlantico e
Mediterraneo.

Para a validagdo da técnica combinada de PCR-SSCP no rastreamento de haplétipos de D-
loop de C. caretta foram utilizadas 10 amostras representantes dos trés diferentes haplétipos
previamente encontrados para os estados do Rio de Janeiro e Sergipe - dois de CC-A4, quatro
de CC-A24 e quatro de CCxLO, considerados hibridos por apresentarem morfologia externa
mais parecida com C. carefta e DNAmit de Lepidochelys olivacea (Eschscholtz, 1829). Os
produtos purificados foram entdo submetidos a técnica de SSCP (ORITA et al., 1989) e
analisados em gel ndo desnaturante de poliacrilamida 8%, sendo visualizados por coloragéo
com nitrato de prata (BASSAM et al., 1991). As mutagdes acumuladas por cada individuo séo
detectadas pelo re-pareamento interno de cada fita simples, que apresenta uma conformacgao
prépria dependendo da seqliéncia dos nucleotideos e de quantas mutagdes foram acumuladas
durante o processo evolutivo (ORTI et al.,, 1997; SUNNUCKS et al., 2000). Os padrdes de
migracao sao diferentes para cada fita e apresentam precisédo de distingdo das conformagdes
da ordem de um unico nucleotideo no gel de poliacrilamida ndo-desnaturante.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A extragdo de DNA gendmico total com tampéo de lise contendo CTAB 2% foi satisfatéria,
obtendo-se DNA de alto peso molecular (Fig.1a). Na amplificagdo por PCR, foram obtidos
fragmentos em torno de 800 pares de bases, posteriormente purificados (Fig.1b), o que reduz a
interferéncia de ruidos tanto na analise do sequienciamento quanto na do SSCP, garantindo a
maior confiabilidade dos resultados obtidos. Apds coloragdo com nitrato de prata, a eletroforese
em gel ndo desnaturante de poliacrilamida 8% das 10 amostras revelou a ocorréncia de trés
padrbes de bandas distintos (Fig.2), separando os representantes analisados dos haplétipos:
CC-A4, CC-A24 e CCxLO. Os dois primeiros sdo haplétipos de C. carefta ao passo que o



terceiro € um haplétipo de L. olivacea, mostrando a ocorréncia de hibridismo entre estas
espécies.
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Figura 1(a) - Quantificagdo do DNA gendmico total em gel de agarose 0,8% apos
procedimento de extragdo. Slots: (1) padréo de concentragdo de DNA de bacteriéfago lambda
10 ng; (2) padrdao de concentragdo de DNA de bacteriéfago lambda 20 ng; (3-11) DNA de
diferentes amostras de Caretta caretta. 1(b) - Visualizagdo da purificagdo dos produtos
amplificados em gel de agarose 1,5%. Slots: (1) padrdo de concentragdo de DNA de
bacteriofago lambda 50 ng; (2) padrdo de concentragdo de DNA de bacteriéfago lambda 100
ng; (3-16) produtos amplificados de diferentes amostras de C. caretta; (17) Marcador de
tamanho de fragmento Gene Ruler 100 pb DNA /adder: 1031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100 e 80 pares de bases.

Figura 2 - Foto do gel ndo desnaturante de poliacrilamida 8% para SSCP da regido controle do
DNAmit de tartarugas da espécie Caretta caretta, indicando a ocorréncia de 3 haplétipos. Estes

s&o mostrados pelas cores preta, branca e cinza. Slots: (1-2) haplétipo CC-A4; (3-6) haplétipo
CCxLO; (7-10) haplétipo CC-A24.

CONCLUSOES

Esse resultado indica que a técnica combinada de PCR-SSCP aplicada a regiao controle
do DNAmit ou D-loop de C. caretta é eficaz na distingdo de seus haplétipos. Como também foi
eficiente na separagao de CCxLO, haplétipo representante de outra espécie, pode-se inferir
que a técnica permite separar haplétipos de outras espécies. Esta técnica simples, barata e
rapida podera ser entéo utilizada por laboratérios de pesquisa de tartarugas marinhas que nao
disponham do servico de seqlienciamento ou mesmo para permitir uma triagem inicial das
amostras a serem posteriormente seqlienciadas.
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