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do genoma nuclear e do cloroplasto para o mogno (Swietenia
macrophy/la) e outras espécies da família Meliaceae.
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o mogno (Swietenia macrophy/la) é a espécie tropical lenhosa mais importante economicamente
nos Neotrópicos (Verissímo et aI., 1995). A espécie encontra-se ameaçada ao longo de sua
distribuição, devido à exploração predatória seguida da conversão da floresta em áreas agrícolas. O
mesmo acontece com Swietenia humilis que se apresentam na lista das espécies ameaçadas de
extinção e Khaya senegalensis também pertencentes à família Meliaceae. Estudos anteriores
mostram que os marcadores microssatélites são informativos para análise de estrutura genética de
populações de S. macrophy/la e S. humilis (Lemes et aI., 2003; White et aI., 2002). Uma análise
filogeográfica, mais refinada, envolvendo seqüências de genes nucleares e de cloroplasto
possibilitaria correlacionar a genealogia dos haplótipos e sua distribuição geográfica. O objetivo do
presente estudo foi otimizar as condições de amplificação de marcadores de DNA dos genomas do
núcleo e cloroplasto de S. macrophy/la, S. humilis e K. senegalensis, visando disponibilizar um
banco de marcadores informativos para estudos sobre a genética de populações e filogeografia
dessas espécies. As análises genéticas foram realizadas a partir de folhas de indivíduos das três
espécies, sendo oito populações de S. macrophy/la na Amazônia brasileira, quatro populações de
S.humilis na América Central e doze populações de K. senegalensis oriundas de Beni, África. A
extração do DNA dos indivíduos de K. senegalensis foi realizada utilizando o método CTAB (Doyle &
Doyle, 1987), otimizado por Ferreira e Grattapaglia (1998), enquanto dos indivíduos de S.
macrohy/la e S. humilis foi realizada utilizando o método CTAB com proteinase k, modificado por
Porebski et aI., (1997). As reações em cadeia da polimerase (PCR) foram realizadas em um
termociclador. Para S. macrophy/la foram testados, quatro pares de primers universais: trnS-trnG,
trnH-psbA, psbB-psbF (Hamilton, 1999) e rps16 (Oxelman, 1997), que amplificam regiões não-
codificadoras do genoma do cloroplasto e um primer que amplifica uma região não-codificadora do
genoma nuclear (PepC). Para S. humilis foram testados dez pares de primers universais que
amplificam locos microssatélites do cpDNA de várias espécies de angiospermas (Weising & Gardner,
1998). Foram testados ainda oito primers previamente desenvolvidos para S. macrophy/la (Lemes et
al.,2002), visando a amplificação dos locos microssatélites do genoma nuclear de K. senegalensis. A
análise dos produtos amplificados tanto de regiões do genoma do cloroplasto quanto nuclear foi feita
em gel de agarose 3% corado com brometo de etídio, sob luz ultra-violeta. A análise preliminar de
polimorfismos dos locos microssatélites do genoma do cloroplasto de Swietenia humilis foi realizada
em um seqüenciador automático de DNA ABI Prism 377, utilizando-se o programa GENESCAN(ABr,
Inc). Os pares de primers testados, que amplificam regiões não-codificadoras do genoma do
cloroplasto de S. macrophy/la tiveram as temperaturas de anelamento (TA) e condições da PCR
otimizadas. A Figura 1 mostra os produtos amplificados obtidos a partir da análise dos espaçadores
intergênicos trnH-psbA e trnS-trnG, do intron rps16 do genoma do cloroplasto, bem como do quarto
intron do gene nuclear PepC. Dos dez primers testados para S. humilis, que amplificam os locos
microssatélites do genoma do cloroplasto, seis tiveram as temperaturas de anelamento e condições
de PCRotimizadas (ccmp2, ccmp3, ccmp4, ccmp5, ccmpl0 com TA=56°C e o ccmp7, TA= 51°C).
Uma análise preliminar, com base na genotipagem de indivíduos das populações de S. humilis da
América Central, evidenciou a presença de um único haplótipo com base na análise de cinco locos de
DNA microssatélites do genoma do cloroplasto. Na figura 2 são apresentados os eletroferogramas,
mostrando os alelos obtidos para cada um dos locos analisados para S. humilis. Dos oito locos
microssatélités desenvolvidos para S. macrophy/la e testados em Khaya senegalensis foi possível
otimizar as temperaturas de anelamento e condições de PCR de todos eles (smOl, sm32, sm40,
sm46, sm47 e sm51; TA=560C; sm22, TA=620C e sm31, TA= 520C). Na Figura 3 são apresentados
os fragmentos amplificados, em gel de agarose, para os oito locos SSR otimizados para K.
senegalensis. Uma análise preliminar de quatro desses locos em seqüenciador automático de DNA
evidenciou a presença de poümorftsmos em dois deles, a partir da análise de 12 indivíduos de K.
senegalensis provenientes de 12 populações colatedas em Beni na África. Os resultados alcançados
até o presente evidenciam a potencialidade dos marcadores testados para estudos de genética de
populações (microssatélites do genoma nuclear e cloroplasto) e filogeografia (regiões não-
codificadoras do cpDNA e genoma nuclear) das espécies de Meliaceae investigadas.
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Figura 1 - Produto de PCRde quarto regiões não-
codificadoras do genoma do cloroplasto de
Swietenia macrophy/la. A) psbA-trnH;B) psbB-psbF;
C) rps16 e D) trnG-trnS.
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Figura 2 Eletroferogramas de quatro locos
microssatélites do genoma do cloroplasto de Swietenia
humilis para dois indivíduos. A1 e A2 = ccmp4; B1 e B2 =
ccmos: C1 e C2 = ccmo6; D1 e D2 = ccmol O.
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Figura 3 - Amplificação de locos microssatélites do genoma nuclear de K. senega/ensis. A) smOl (56°C); B) sm32
(56°C); C) sm40 (56°C); D) sm46 (560C); E) sm51 (560C); F) sm22 (620C); G) sm31 (520C); H) sm47 (56°C).
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