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INTRODUCAO

Os ecossistemas florestais tém sido submetidos a uma intensa pressdo antropogénica. Somente no estado de Séo
Paulo, os levantamentos atualizados indicam gue a cobertura vegetal natural remanescente atinge 13,4% da érea
total, concentrada principalmente na regido do litoral sul. Este quadro reflete o quase completo desaparecimento
das florestas estacionais semideciduais Paulistas. Assim, verifica-se a necessidade de informagdes acerca da
biologia, ecologia e genética, bem como taxa de crescimento, dinmica da vegetac@o e da idade das érvores.
Estudos da diversidade e estrutura genética, sistema de reproducéo, estrutura genética espacia e dispersdo de pélen
e sementes sao fundamentais para compreender a dinamica evol utiva de popul agbes naturai s de espécies arboreas, e
assim adotar estratégias adequadas para a sua conservagado genética, melhoramento e manejo florestal. Tais estudos
podem ser eficientemente realizados utilizando-se marcadores moleculares microssatélites. Por isso, € necessario a
realizacdo de estudos de genética de populagdes, a fim de buscar informacfes que servirdo para o estabel ecimento
de estratégias de conservacdo, de manejo e de melhoramento dessas espécies. O Guaranta (Esenbeckia leiocarpa
Engl.) € uma espécie climax, com alta densidade de individuos por populagdo na forma de reboleiras. Com flores
hermafroditas polinizadas por moscas, foi detectado a existéncia de auto-incompatibilidade (FAEGRI e PIJL,
1971), havendo ent&o fecundagéo cruzada obrigatéria. Como seus polinizadores sdo de voo curto, deve haver certo
grau de endogamia dentro de reboleiras devido ao cruzamento de individuos aparentados. A dispersao priméria de
sementes é por autocoria e é possivel que ocorra a dispersdo secundéria por passaros (KAGEYAMA et al., 2003).
A espécie é utilizada na construcao civil, como planta medicinal em estudos de medicina humana (tratamento do
Alzaimer) e efeito alelopético, como controle biol6gico contra pragas de algoddo (MAIER, 2010; SOUZA et al.,
2010; NAKATSU et al., 1990) além de ornamentacdo. Como a fecundacéo € realizada por moscas e a dispersdo
(autocoria) é pouco eficiente, estudos existentes com marcadores como 0 RAPD e isoenzimas, apontam que a
espécie tem maior diversidade genética entre as populagdes do que dentro das mesmas (CASTELLEN, 2000;
SEOANE e SEBBENN, 2004). A dispersdo de sementes a curtas distancias favorece a formacéo de estrutura
genética espacial intrapopulacional (EGE), ou segja, a espécie possui individuos com maior grau de parentesco
dentro das populag@es do que entre elas. Contudo, tais marcadores ndo permitem realizar estudos de paternidade,
calcular area minima viavel pra conservacdo e tamanho efetivo. Dessa forma, faz-se necessario o estudo com
microssatélites que “ preenchem essas lacunas’, pois 0 Guaranta tem importancia econémica, medicinal e ecol ogica.

OBJETIVOS

Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi desenvolver marcadores microssatélites para a espécie E. leiocarpa, no
sentido de colaborar em trabalhos de diversidade genética e estudo de paternidade.
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MATERIAL E METODOS

Para a caracterizac8o da diversidade genética na espécie foi construida uma biblioteca de microssatélites. O
protocolo utilizado foi descrito por Billotte et al. (1999), com modificacBes e otimizado por Angie-Marie Risterruci
do CIRAD/Franca. A construcdo da biblioteca foi realizada no Laboratério de Andlise Genética Molecular do
Centro de Biologia Molecular e Engenharia Genética (CBMEG), Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP). Foi extraido o DNA total de um unico individuo de E. leiocarpa do campus da ESALQ/USP, de
acordo com o protocolo CTAB (DOYLE e DOYLE, 1987) e digerido com a enzima de restricdo Rsal. Os
fragmentos foram ligados a adaptadores Rsa2l (5 CTCTTGCTTACGCGTGGACTAZ3') e Rsa25 (5
AGTCCACGCGTAAGCAAGAGCACAZ). Fragmentos contendo CTn/ GTn repetidos foram selecionados por
hibridagdo com oligonucleotideos complementares a sequéncia repetitiva, e foram recuperados por “beads’
magnéticas ligadas a estreptavidina. Posteriormente foi clonado no vetor do plasmidio pGEM-T (Promega) e
transformado em células de Escherichia coli quimicamente competentes. As células transformadas foram cultivadas
em placas de &gar contendo 100g ml.1-1 de ampicilina e 50g de ml.1-1 X-galactosidase e isopropilico b-D-
1-tiogalactopirandsido (IPTG). Colbnias brancas (com o inserto) individuais foram selecionadas e de armazenagem
a-80° C.

RESULTADOS

Foram obtidos 45 clones positivos e os mesmos foram sequenciados em sequenciador ABI 3500 (Life
Tecnologies). Dos clones sequenciados, 25 apresentaram regides de microssatélites passiveis de sintese de
“primers’. Quinze pares de “primers’ utilizando o “software” Primer 3 foram desenvolvidos. Do total, 14 pares
ampli?caram e um par ndo amplificou em temperaturas de anelamento que variaram desde 54°C a 64°C. Estes
foram analisados quanto ao nimero de alel os polimor?cos/loco em gel desnaturante de poliacrilamida 4%, corado
com nitrato de prata. Destes, 68% foram dinucleotideos, 16% trinucleotideos e 16% tetranucleotideos.
Pentanucl eotideos e Hexanucleotideos ndo foram encontrados. Todos "os primers” ampli?caram fragmentos
nitidos, e até o0 momento, quatro apresentaram indicios de polimorfismo utilizando apenas 6 individuos.

DISCUSSAO

Sabe-se que o trabalho com marcadores microssatélites em espécies nativas ainda € arduo devido a auséncia de
locos especificos. No entanto, quando estes sdo viaveis, podem-se ter resultados mais especificos para a espécie,
além de poder ser utilizado para outras espécies do género/familia por meio de suatransferéncia.

CONCLUSAO

Este trabalho prévio desenvolveu 14 pares de iniciadores que permitiréo a sua utilizagdo em estudos sobre o estado
de fragmentac&o das populagdes desta espécie, fluxo de genes e estrutura genética espacial. Este estudo devera
gerar informacfes valiosas para 0 manejo das populagbes fragmentadas da espécie, contribuindo em programas de
melhoramento e conservagdo genética para recuperacéo ambiental.
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