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RESUMO

Os objetivos deste estudo foram investigar a partir de marcadores
microssatélites a distancia e os padrdes realizados de dispersdo de pdlen
e sementes, a estrutura genética espacial (EGE) e a dinamica da
endogamia entre geragdes de uma populacdo de Araucaria angustifolia,
localizada em uma floresta continua da Reserva Genética de Cagador,
estado de Santa Catarina. Para fazer isso, uma parcela de 7,2 ha foi
estabelecida no interior da reserva, onde foram mapeadas, sexadas,
medido didmetro a altura do peito (DAP) e genotipadas todas as 290
arvores adultas existentes, além de uma amostra de 223 juvenis. O teste
de desequilibrio de ligacdo, ndo detectou nenhum indicio de
desequilibrio entre os locos avaliados, indicando que estes podem ser
usados em estudos de diversidade genética, estrutura genética espacial,
sistema de reproducdo e analise de parentesco. Dos 513 individuos
genotipados a partir de nove locos foram detectados 86 alelos, a
heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-Weinberg (H.=0,639)
foi maior que a heterozigosidade observada (H,=0,559) e o indice de
fixacdo positivo e significativamente diferente de zero (F=0,125), o que
indica que a populacdo tem altos niveis de diversidade genética, embora
também apresente endogamia. Quando a populacdo foi separada em
faixas etérias, os indices de diversidade genética e de fixagdo diferiram
entre adultos e juvenis. Ambas heterozigosidades observada e esperada

foram significativamente maiores nos adultos ( H,=0,580, H,=0,647)

do que nos juvenis (H,=0,534, H_,=0,624). O alto indice de fixac&o

observado nos adultos (F=0,096) foi atribuido, em parte, ao efeito
Wahlund, devido a presenca de EGE na populacdo. Ap6s descontar o
efeito Wahlund o indice de fixacdo diferiu entre adultos (F=0,082) e
juvenis (F=0,163). A analise EGE revelou estruturacdo genética
significativa nos adultos e juvenis até 20 m. A EGE foi causada
possivelmente pela dispersdo de sementes nas vizinhancas da arvore
materna e dispersdo curta do polen. O poder de exclusdo do par de

parentes para o conjunto de locos foi alto (P, en:=0,99998),

mostrando que esta bateria de locos tem alto poder para resolver testes
de parentescos. O estudo da dispersdo de poélen e sementes foi realizado
dividindo a populacdo adulta em duas classes etarias, sub-adultos (20
cm<DAP<30 cm) e adultos (DAP>30 cm) e utilizando-se o0s juvenis. A
andlise de parentesco indicou que a grande maioria dos parentais
maternos e paternos esta dentro da parcela, revelando uma baixa taxa de
imigracdo de sementes (5% nos juvenis e 9% nos sub-adultos) e de



polen (5,9% nos juvenis e 14% nos sub-adultos). Este estudo também
revelou uma alta frequéncia de dispersdo de pélen (50% até 130 m) e
sementes (50% até 133 m) a curtas distancias. Em conclusdo, os
resultados indicam que a populacdo estudada é importante para a
conservacdo genética in situ e pode ser utilizada para a coleta de
sementes para a conservacdo ex situ, dado os altos niveis de diversidade
genética que ela apresenta. Entretanto, é fundamental considerar que
sementes coletadas de polinizacdo aberta vao conter alguns niveis de
endogamia advindo do cruzamento entre parentes, devido a presenca de
estrutura genética espacial na populagéo reprodutiva.

Palavras-chave: Araucaria, espécie arbdrea, analise de parentesco,
dispersdo génica realizada, estrutura genética espacial, conservagao.



ABSTRACT

The aims of this study were to investigate by microsatellite loci the
realized patterns of seed and pollen dispersal, the spatial genetic
structure (SGS) and the dynamic of inbreeding among generations of an
Araucaria angustifolia population located in a continuous forest of the
Reserva Genética de Cacador, Santa Catarina State. To make this, a 7.2
ha plot was established inside of the reserve, where all 290 adult trees
and 223 juveniles were mapped, sexed, measured the diameter at breast
height (dbh) and genotyped. The linkage disequilibrium test did not
detect indicious of linkage disequilibrium between pairwise loci,
indicating that this battery of loci can be used for studies of genetic
diversity and structure, mating system analysis and parentage tests. To
the total sample of 513 individuals were detected 86 alleles, expected
heterozygosity in Hardy-Weinberg equilibrium (H.=0.639) higher than
the observed heterozigosity (H,=0.559) and a positive and significative
fixation index (F=0.125), which indicate that the population have high
levels of genetic diversity, although also presents inbreeding. When the
population was split in etaries stages, the genetic diversity indexes and
the fixation index were different between adults and juveniles. Both
observed and expected heterozygosity were significant higher in adults

(H,=0.580, H_=0.647) than in juveniles (H,=0534, H,_=0.624).

The high fixation index observed in the adults (F=0.096) was attributed
in part to the Wahlund effect, due the presence of SGS in the population.
After subtracting the Wahlund effect, the fixation index differed among
adults (F=0.082) and juveniles (F=0.163). The SGS analysis revealed
significant genetic structuring in adults and juveniles up to 20 m. The
cause of the SGS was possibly the seed dispersed near to the mother tree
and short pollen dispersal. The combined over loci exclusion power of

the parent pair was high (P, =0.99998), showing that this loci

battery have high power to resolve parentage tests. The study of the
pollen and seed dispersal was carring out splitting the adult population
in two etary classes, sub-adults (20 cm<DAP<30 cm) and adults
(DAP=30 cm) and using the juveniles. The parentage analysis indicated
that the great majority of the maternal and paternal parents is inside of
the plot, revealing a low rate of seeds (5% in the juveniles and 9% in the
sub-adults) and pollen (5.9% in the juveniles and 14% in the sub-adults).
This study also revealed a high frequency of short pollen (50% until 130
m) and seeds dispersal distance (50% until 133 m). In conclusion, the
results indicate that the studied population is important for in situ

air-parent



conservation and can be used to seed collect for ex situ conservation
plans due its high levels of genetic diversity. However, it is important to
consider that the seeds collected from open polinization will contain
some levels of inbreeding due mating among relatives caused by the
presence of SGS in the reproductive population.

Key-words: Araucdria, parentage analysis, realized gene dispersal,
spatial genetic structure, tree specie, conservation.
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1. INTRODUCAO

A Mata Atlantica ¢ um dos 25 hotspots de biodiversidade
reconhecidos no mundo, areas que perderam pelo menos 70% de sua
cobertura original, mas que, juntas, abrigam mais de 60% de todas as
espécies terrestres do planeta. Além disso, a Mata Atlantica é,
provavelmente, o ecossistema mais devastado e mais seriamente
ameacado do planeta. Nesse hotspot em que o ritmo das mudangas esta
entre 0s mais rapidos, consequentemente, a necessidade de acdo para
conservacgdo é mais urgente (Leal & Camara, 2005). Resta menos de 8%
da cobertura original da Mata Atléantica no Brasil, Paraguai e Argentina,
a maior parte distribuida em pequenos fragmentos. A rica biodiversidade
da regido est4d ameacada, enquanto a populagdo humana mantém seu
crescimento explosivo e a aspiragdo por um estilo de vida cada vez mais
consumista continua a fazer crescer a demanda sobre o ambiente
(Moore, 2005).

O estado de Santa Catarina era originalmente coberto pela Mata
Atlantica. Dentro deste bioma, a Floresta Ombrofila Mista (ou Floresta
de Araucédria) que atingia 42,5% do territorio estadual, hoje néo
ultrapassa 5% da sua cobertura original se encontra na forma de
fragmentos e, em grande maioria, cobertos com formacfes secundarias
em fase inicial ou intermediaria de sucessdo (Guerra et al., 2002).
Grande parte dos povoamentos naturais de Araucdria foi devastada para
a exploracdo da madeira, bem como para a expansdo da agropecuaria e
de reflorestamentos com espécies exoticas (Gubert Filho, 1989). A
exploracdo da floresta de Araucaria desde o inicio da colonizacdo
alavancou o desenvolvimento para a regido sul do pais de maneira
predatoria, ndo sustentavel seja do ponto de vista social, econdmico e
ecoldgico (Guerra et al., 2002). Segundo Mattos (1994), a exploracdo da
Araucdria teve seu auge entre as décadas de 50 e 70. Desde entdo, a falta
de uma politica ambiental com medidas eficientes para controlar esta
exploragdo desordenada contribuiu para o esgotamento de suas reservas
naturais. Portanto, as populacBes remanescentes encontram-se
normalmente degradadas devido a remocdo das arvores de melhor
qualidade para a extragdo da madeira.

As espécies endémicas sdo de importancia critica por serem
restritas a determinadas areas, como é o caso da Araucdria, com
distribuicdo restrita a América do Sul. A Lista Vermelha de espécies
ameacgadas de extingdo, compilada pela Unido Mundial para a
Conservacdo da Natureza (IUCN), evidencia que mais de 110 espécies
da Mata Atlantica estdo ameacadas, e destas, 29 sdo consideradas
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criticamente em perigo, inclusive a Araucaria (Leal & Camara, 2005). A
espécie também se enquadra como vulneravel na lista de espécies em
extingdo do IBAMA (IBAMA, 2007) (Port. 37-N 1992), em perigo de
extingdo pelo Workshop “Revisdo da Lista da Flora Brasileira
Ameacgada de Extingdo”, realizado em 2005 e mais recentemente, no ano
de 2008, entrou na Lista de Espécies Ameacadas de Extincdo do
Ministério do Meio Ambiente.

Muitas espécies de coniferas, como a Araucéria, ocorrem em
grandes populacbes, com distribuicdo continua, enquanto que outras
ocorrem em populacgdes restritas e isoladas. Especialmente neste dltimo
caso, assim como nos pequenos fragmentos remanescentes, a deriva
genética pode ocasionar erosdo da variabilidade genética. No caso da
Araucéria, em grande parte dos remanescentes as populagdes podem
estar se tornando invidveis e sujeitas ao desaparecimento, devido ao
rompimento da dindmica da sua regeneracdo, amadurecimento e
reproducdo. Ademais, mesmo que esse ciclo se complete, 0 pequeno
tamanho efetivo das populagbes nos fragmentos torna as futuras
geragdes cada vez mais frageis devido ao aumento da endogamia e perda
de alelos pelo efeito da deriva genética (Shimizu et al., 2000).

Diante deste cenario de paisagem com remanescentes florestais
distribuidos de forma extremamente fragmentada, com distancias e
tamanhos destes fragmentos muito variados, as preocupacdes
relacionadas a conservacdo e ao uso dos recursos florestais sdo evidentes
e acOes para reverter este quadro necessitam de informacdes sobre as
espécies, para que sejam delineados planos que garantam a continuidade
destas populagcdes. Uma das abordagens que pode colaborar neste
sentido é a caracterizacdo da diversidade e estrutura genética das
espécies (Reis 1996, Premoli et al. 2000). Pois, se de fato se quer a
sustentabilidade desses fragmentos, além de estudar o aspecto
demografico das espécies, deve-se acrescentar também o estudo de
genética de populagbes, ja que nem sempre um numero grande de
individuos representa uma populacdo geneticamente viavel (Kageyama
etal., 1998).

A integracdo das informacles relativas em niveis de
diversidade, distribuicdo da variabilidade, taxa de cruzamento e fluxo
génico obtidas em diferentes populactes (espago) e em diferentes anos
(tempo) permite uma caracterizagdo efetiva da dindmica da
movimentagdo dos alelos em populagdes naturais. Tal caracterizacdo
mostra-se mais pertinente para o estabelecimento de estratégias de
conservacdo e manejo de populagdes naturais em plantas, uma vez que
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permitem projecBes mais realistas de eventos no espaco e no tempo
(Reis, 1996).

Detectar o efeito genético da degradacdo de habitat em arvores
longevas é uma tarefa complexa, pois em muitos casos as arvores
adultas podem ter se estabelecido antes que a degradacdo ocorresse. E
provavel que a diversidade e estrutura genética de adultos
remanescentes devem ter sido determinadas antes da fragmentacéo.
Entdo, avaliar individuos adultos pode ndo trazer informacdes
suficientes em relacdo aos efeitos genéticos dos processos
contemporaneos de degradacdo ambiental. Uma forma de estudar os
processos contemporaneos é comparar geneticamente a diversidade e
estrutura de adultos (pré-disturbio) com coortes jovens (pds-distdrbio)
(Kettle et al., 2007).

A maioria dos estudos de caracterizagdo genética de Araucaria
(Shimizu et al., 2000; Auler et al., 2002; Mantovani et al., 2006)
analisou individuos adultos, possivelmente refletindo uma condicéo de
menor pressdo antropica do que a atual. Contudo, permanece a
necessidade de se avaliar o potencial dos remanescentes florestais de
Araucéria, em termos de diversidade genética, para a conservagdo da
espécie. Em outras palavras, medir o fruto da atual pressdo ecoldgica
que os remanescentes vem sofrendo, avaliando o que esta sendo passado
geneticamente para as geragbes mais recentes para que possam ser
estabelecidas estratégias mais eficientes de conservacdo e manejo da
Avraucéria.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo foram investigar a diversidade genética e
a estrutura genética espacial intra-populacional entre diferentes fases
ontogénicas (juvenis e adultos), bem como, investigar a dispersdo
realizada de sementes e de pélen em uma populacdo continua de
Araucaria angustifolia. As seguintes questfes foram abordadas:

1. Existem diferencas nos niveis de diversidade genética entre
adultos e juvenis da populacdo e onde os niveis sdo menores,
nos adultos ou nos juvenis?

2. Existe endogamia nos adultos e nos juvenis da populacéo e se
positivo, onde esta é maior?

3. Existe estrutura genética espacial na geracdo adulta e nos

juvenis da populacdo e se positivo, em qual destes estagios

ontogénicos a estrutura é mais forte?

Qual a taxa de imigragdo de sementes e p6len na parcela?

Qual a distancia e os padrfes realizados de dispersdao de

sementes e de p6len dentro da parcela?

6. Arvores femininas e masculinas de maior didmetro deixam mais
descendentes?

o~
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A espécie Araucaria angustifolia

A espécie Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze pertence a
familia Araucariaceae e é conhecida popularmente como Araucéria,
pinho, pinheiro do Parana, dentre outros nomes. O género Araucaria
conta com 19 espécies somente no hemisfério sul, das quais duas sdo
oriundas da América do Sul e o restante da Oceania (Setoguchi et al.
1998 Guerra et al., 2002). E uma espécie arbdrea, conifera e que ja
constituiu o principal item da economia florestal do pais. Além da
madeira essa espécie produz resina e o pinhdo para a alimentacdo
humana e fauna nativa (Reitz et al., 1978).

A. angustifolia € componente marcante da fitofisionomia
Floresta Ombrofila Mista, que se estende pelo Planalto Meridional
Brasileiro, formando povoamentos puros ou mistos com espécies
folhosas e, por vezes, separados por extensbes variadas de campos
naturais. Sua distribuicdo natural era continua nas por¢Ges mais elevadas
do Planalto Meridional, nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul. Além disso, ela ocorre, descontinuamente, no estado de
Séo Paulo, nas serras de Paranapiacaba, Cantareira e Campos do Jordao;
em Minas Gerais, nas regides de Pocos de Caldas e na Serra da
Mantiqueira; e, no Rio de Janeiro, no macico de Itatiaia e na Serra da
Bocaina (Klein, 1960; Reitz & Klein, 1966; Mattos, 1994).

Os individuos de Araucaria atingem 20 a 50 mde alturaede 1 a
2 m de didmetro a altura do peito (DAP). Possui tronco cilindrico e
raramente ramificado. Apresenta uma copa de formato peculiar
tornando-se uma figura imponente e caracteristica na paisagem do sul do
Brasil. A forma da copa é um indicativo do estagio ontogénico dos
individuos de Araucéria, quando jovens apresentam formato conico e
guando adultas apresentam copa no formato de taga ou umbela (Reitz &
Klein, 1966). A Araucaria é heliofila e, a pesar de longeva, tem um
comportamento tipicamente pioneiro, avangando pelos campos e sendo
gradativamente substituida pela floresta latifoliada (Reitz & Kilein,
1966). Entretanto, ainda é controverso 0 seu comportamento de
regeneracao natural no interior da floresta (Paludo et al. 2009). E uma
espécie didica, raras vezes mondica, com sexos separados em cones ou
estrobilos. Os estrobilos masculinos sdo cilindricos medindo de 10 a 22
cm de comprimento e de 2 a 5 cm de didmetro. O estrébilo feminino
apresenta forma arredondada, o cone maduro mede de 10 a 25 cm de
didmetro e apresenta um numero variavel de sementes (5 a 150) seu
peso pode atingir mais de 4,7 kg. A dispersao de polen se da pelo vento
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e a dispersdo de sementes priméria se da pela gravidade, e secundaria
por zoocoria. As sementes apresentam alto valor nutritivo, alimentam a
fauna e servem também para consumo alimentar humano. Por
conseguinte, a comercializacdo do pinhdo constitui uma significante
fonte de renda para inUmeros pequenos agricultores (Reitz & Kilein,
1966; Mattos, 1994; Souza & Hattemer, 2003; Stefenon & Caprestano,
2009, Vieira da Silva & Reis, 2009).

Fragmentacéo Florestal e Diversidade Genética

A conservagdo da natureza se fundamenta sobre principios
cientificos e éticos que valorizam a diversidade de espécies, as
complexas interagdes ecoldgicas e 0 processo evolutivo, que condenam
a extincdo de espécies provocada por atividades humanas e que
estabelecem que a diversidade biolégica tem valor intrinseco. O estudo
da conservacdo confronta com a alarmante crise ambiental que visa a
combinagdo de perspectivas bésicas e aplicadas para evitar, atenuar ou
restaurar a destruicdo de habitats e comunidades bioldgicas, a extingao
de espécies e a perda da variabilidade genética (Primack et al., 2001).

No contexto da Mata Atlantica e de seus ecossistemas
associados, a superexploracdo e a extracdo seletiva de madeiras nobres
alterou a dindmica populacional de espécies de interesse econémico,
espécies de menor frequéncia tornaram-se abundantes, enquanto outras
se extinguiram nas regides de exploracdo. Além disso, a expansdo da
fronteira agricola com consequentes derrubadas em grandes areas
provocou o isolamento de populacbes de plantas e animais impedindo a
retomada da dindmica sucessional em areas de formacao secundéria e a
perda de recursos genéticos (Reis et al. 2002).

A intervencdo humana tem um efeito desestabilizador sobre os
ecossistemas naturais, perturbando seu equilibrio dinamico. Dentre as
alteracdes recentes que vém ocorrendo nas florestas mundiais, destaca-
se a fragmentagdo de remanescentes naturais em pedagos
progressivamente menores, isolados por areas tomadas pelo
desenvolvimento agricola, industrial e urbano. Com esse processo
antropico de fragmentacdo do habitat, a estrutura da paisagem ¢é
modificada, resultando em mudangas na composicao e diversidade das
comunidades (Metzger, 1999; Tabanez & Virgilio, 2000). A
fragmentacdo introduz uma série de novos fatores na histdria evolutiva
de populagbes naturais de plantas e animais. Essas mudancas afetam de
forma diferenciada os parametros demogréaficos de diferentes espécies e,
portanto, a estrutura e dindmica de ecossistemas. No caso de espécies
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arboreas, a alteracdo na abundancia de polinizadores, dispersores,
predadores e patdgenos alteram as taxas de recrutamento de plantulas,
bem como as de fluxo génico, comprometendo a sustentabilidade tanto
das populacdes da espécie em questdo, quanto dos demais organismos
(Viana & Pinheiro, 1998). Em determinado ponto, os fragmentos podem
se tornar menores que O minimo necessario para sustentar uma
populacdo ou um territério. Espécies incapazes de atravessar a porcao
ndo florestal da paisagem (matriz) estardo confinadas em fragmentos,
reduzindo seu tamanho populacional e provavelmente sua probabilidade
de persisténcia (Fahrig, 2003).

Outro efeito negativo da fragmentacdo é o efeito de borda,
paisagens mais fragmentadas possuem mais bordas por &rea de habitat.
Os efeitos diretos da criacdo de bordas incluem distarbios fisicos na
vegetacao e no solo, mudangas em atributos abidticos como incidéncia
de luz, aumento de temperatura e exposi¢cdo ao vento e 0 aumento na
entrada de organismos, material (pdlen, sementes, poluentes) e energia.
Devido as mudancas bidticas e abidticas decorrentes do aumento do
efeito de borda que acompanha a fragmentagdo, os remanescentes
podem ndo conter habitats adequados para espécies de interior da
floresta (Holsinger, 2000).

Entre as consequéncias da fragmentacdo também estdo as
alteracGes que as populacBes remanescentes sofrem nos padrdes de
diversidade genética, de troca de genes e consequentemente na estrutura
genética. A perda de diversidade genética, através da deriva genética,
pode reduzir a aptiddo individual das espécies, inviabilizando o
remanescente populacional. A reducdo da riqueza alélica e 0 aumento da
endogamia podem limitar a habilidade das espécies a responderem as
mudancas devidas a acdo de pressdes seletivas tornado-as ainda mais
vulneraveis a extingdo (Kageyama et al., 1998; Ricklefs, 2003).

Uma das principais metas nos programas de conservacéo,
adicionalmente a preservagdo de habitats, € a manutencdo de niveis
adequados de diversidade genética em populacfes de espécies raras,
ameacadas ou que estdo inseridas em biomas ameacados (Hamrick et al.
1992, Neel & Ellstrand, 2003). O potencial de responder as mudancas
ambientais apresentado pelas espécies é dependente da existéncia de
diversidade genética. Para fins de conservagdo de espécies que se
encontram inseridas em biomas que devem ser conservados, como a A.
angustifolia, os pardmetros genéticos populacionais sdo Uteis na
deteccdo de populacdes que apresentem diferentes magnitudes de
diversidade genética, e que, desse modo, requerem diferentes estratégias
para sua conservacdo. Ao elaborar um programa de conservagdo para
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espécies vegetais, tornam-se essenciais estudos da estrutura genética
populacional assim como dos fatores evolutivos que iniciaram e mantém
essa estrutura (Hamrick et al., 1992). O entendimento do modo como a
diversidade genética estd organizada entre as populacbes é de
importancia primaria para a conservacdo do potencial evolutivo das
espécies (Hamrick & Godt, 1989).

Além disso, para a andlise da estrutura de populacdes é
fundamental a juncéo de conceitos de ecologia e genética de populactes
de forma a orientar as acGes a serem efetuadas e definir parametros
adequados para 0 monitoramento das mesmas (Kageyama et al., 1998).
Nesse sentido, Oyama (1993) j4 chamava a atencdo de que acdes
efetivas de conservagdo de florestas tropicais sdo limitadas. Segundo o
autor, dois aspectos bésicos da biologia populacional devem ser
estudados para fundamentar agdes efetivas, sendo eles a estrutura
demogréfica e a estrutura genética, para que sejam minimizados os
prejuizos causados pela destruicdo e fragmentagcdo das populagdes
naturais, que tem levado a extingdo de espécies.

Em populagdes naturais o uso de marcadores genéticos, hd um
tempo considerdvel, tem se mostrado eficiente para caracterizagdo dos
niveis de diversidade genética e o grau de endogamia existente em
populagdes (Hamrick & Godt, 1989). Estes podem ser empregados para
monitoramento do grau de comprometimento genético de populacdes
naturais decorrente da fragmentacdo e superexploracao.

Em espécies arboreas, a distribuicdo espacial, o parentesco
intrapopulacional e o sistema de reproducdo podem estar associados.
Individuos préximos tendem a se cruzar mais do que individuos
localizados espacialmente distantes (Hardesty et al., 2005; Bittencourt &
Sebbenn, 2007; Bacles & Ennos, 2008; Bittencourt & Sebbenn, 2008), e
se estes sdo relacionados pela dispersdo de sementes proxima a arvore
materna, a endogamia biparental pode aumentar na populagdo com o
passar das geragdes (Young et al., 1996; Young & Boyle, 2000), caso a
presséo de selecdo contra individuos endogadmicos ndo seja efetiva. Para
compreender como se processa a dindmica da endogamia entre geracdes,
sd80 necessarios estudos em fina escala do sistema de reproducdo,
distribuicdo espacial de gen6tipos e comparagdes dos niveis de
endogamia, existentes em diferentes estagios ontogénicos das plantas.
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Marcadores Microssatélites

Diversas técnicas de biologia molecular sdo capazes de detectar
a variabilidade genética por andlise de sequéncia de DNA (polimorfismo
genético), que permitem a obtencdo de um nlmero virtualmente
ilimitado de marcadores moleculares que cobrem grande parte do
genoma do organismo. As técnicas sdo utilizadas para diversas
aplicacdes no estudo de genética e melhoramento de plantas (Ferreira &
Grattapaglia, 1996).

Das classes de marcadores moleculares disponiveis atualmente
0s marcadores microssatélites, ou simple sequence repeats (SSR),
destacam-se por apresentarem um elevado contetido de informagéo por
loco génico. Além disso, retnem as vantagens de co-dominancia
(possibilidade de discriminacdo entre heterozigotos e homozigotos) e de
genotipagem por meio da analise de produtos da reacdo de polimerase
em cadeia (PCR) realizada pela eletroforese com deteccdo de espectro
de fluorescéncias em sequenciador de DNA (Litt & Lutty,1989; Scott et
al., 2003). Os marcadores microssatélites utilizam-se de pares de
iniciadores especificos (primers) complementares as sequéncias Unicas
que flanqueiam a regido repetitiva do genoma. Apresentam natureza
multialélica e requerem pequena quantidade de DNA para sua
amplificacdo (Weber & Wong, 1993).

A descoberta de locos altamente variaveis nos microssatélites
constitui uma enorme vantagem por garantir estimativas de diferencas
genéticas com alto poder estatistico (Litt & Lutty,1989; Pinto et al.,
2001). Portanto sdo aplicados em diversas finalidades, tais como
mapeamento genético, diagnostico de doencas, investigacdo forense,
analise populacional, estudos ecolégicos, analise de paternidade e
biologia da conservacéo.

Mesmo que demande de tecnologias trabalhosas e custo elevado
para 0 desenvolvimento desses marcadores, a quantidade de
informacGes gerada é compensatdria em relacdo a outras metodologias
(Scott et al., 2003). A primeira descricdo de microssatélites em
Avraucariaceae foi publicada por Scott et al. (2003), desenvolvidos para
Araucaria cunninghamii. Posteriormente, Salgueiro et al. (2005) e
Schmidt et al. (2007) desenvolveram SSR especificos para A.
angustifolia. O presente estudo utilizou locos microssatélites
desenvolvidos por estes trés trabalhos.

Marcadores microssatélites também sdo ideais para se avaliar o
fluxo génico através da dispersdo de pdlen e de sementes. Isto por causa
do alto poder de excluséo na probabilidade analise de parentesco, devido
ao seu alto polimorfismo (Dow & Ashley, 1998). Uma maneira de
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avaliar o fluxo génico através de marcadores genéticos é identificar as
arvores maternas e paternas de cada individuo juvenil.
Consequentemente o fluxo génico pode ser estimado com base na
proporcao de juvenis que ndo tiveram seus pais encontrados na area e
que, portanto, sdo filhos de pélen ou sementes advindos de fora da area
(Dow & Ashley, 1998; Burczyk et al., 2004).

Fluxo génico

O fluxo génico via pdlen e sementes € um dos fatores evolutivos
mais importantes pois exerce forte influéncia na estrutura genética das
espécies arboreas. Uma forte atuacdo do fluxo génico via pélen promove
altos niveis de diversidade genética dentro de populagbes e baixa
diferenciacdo entre populagbes e é o principal mecanismo de
manutencao da coesdo genética de uma espécie (Smouse & Sork, 2004).
Em populagBes naturais o fluxo génico intenso pode efetivamente
contrapor os efeitos de perda de diversidade provocados pela deriva e
pode ser a origem de novos alelos nas populacdes (Burczyk et al.,
2004). No entanto, o entendimento do fluxo génico via sementes e de
sua extensdo também € essencial para estimar o tamanho reprodutivo de
populacdes de espécies arbéreas tropicais (Hamilton, 1999). Em suma,
para predizer as mudangas genéticas causadas pela fragmentacdo em
populacdes de espécies arboreas, é necessario estudar o fluxo génico
contemporaneo (atual) via sementes e via pélen (Hamrick, 2004).

Matins (1987) ja alertava sobre o fato de que nem sempre
estimar as distancias de dispersdo de poélen e de sementes reflete
diretamente o fluxo génico efetivo. Haja vista a possibilidade de
cruzamentos estar condicionada pela compatibilidade genotipica de
polen e estigma, além do que até o fluxo génico ser considerado
realizado depende ainda de muitos fatores como: vigor e viabilidade de
sementes, diferencas na qualidade de plantulas e consequentemente
sobrevivéncia e estabelecimento. Dai a necessidade da utilizagdo de
marcadores genéticos para efetivamente se estimar intercruzamentos e
movimento de genotipos através de sementes e pdlen, pelo levantamento
das pléntulas estabelecidas apds dispersdo. Ndo obstante, caracterizar
geneticamente as sementes prové estimativas de fluxo génico efetivo, ja
a caracterizacdo genética de individuos juvenis permite acessar
estimativas de fluxo génico realizado (Burczyk et al., 2004).

Tais andlises incluem a determinacdo da paternidade de
sementes de polinizagdo aberta e da distancia entre a planta materna e o
doador de pélen, bem como da distancia de dispersdo das sementes
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(Burczyk et al., 2004). Estudos da dispersdo de pélen como Dow &
Ashley (1998); Degen et al. (2004); Asuka et al. (2005); Hardesty et al.
(2006); Bittencourt & Sebbenn (2007); Jordano et al. (2007); Bacles &
Ennos (2008); Bittencourt & Sebbenn, (2008); Nakanishi et al. (2008);
Gaino et al. (2010); Sebbenn et al. (2011) tem sido conduzidos com
base em marcadores genéticos altamente polimdrficos, os
microssatélites. Alguns destes tém mostrado que o p6len pode mover-se
a distancias consideraveis entre plantas dentro de populagdes e que o
fluxo de genes é muitas vezes alto (Hardesty et al., 2006; Bittencourt &
Sebbenn, 2007; 2008; Bacles & Ennos, 2008), embora outros tenham
mostrado justamente o oposto (Degen et al., 2004; Smouse & Sork,
2004).

Como o conceito de fluxo génico refere-se ao movimento
efetivo de alelos entre populacdes diferentes (Hartl & Clark, 2010),
convencionou-se no presente trabalho, usar o termo dispersao de pélen e
dispersdo de sementes, ao invés de fluxo génico, por se tratar de apenas
uma populacéo continua (uma Unica &rea de estudo) e ndo isolada.
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4, MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O presente trabalho foi desenvolvido na Reserva Genética
Florestal (RGF) de Cacador, no Planalto Norte do Estado de Santa
Catarina. Esta area localiza-se na regido meio-oeste do municipio de
Cacador — SC, a 15 km do centro da cidade e possui uma area total de
772 ha. A Reserva pertence a EPAGRI — Estacdo Experimental de
Cacador, que detém o titulo de posse em regime de comodato com a
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (EMBRAPA). A RGF
estd localizada entre latitudes 26°49” e 26°53’S e longitudes 50°59’ e
50°53” W, compreendendo altitudes de 900 a 1.104 m. O clima da regido
¢ do tipo Cfb de Koppen (mesotérmico, Umido sem estagdo seca
definida, verdes frescos, com ocorréncia de geadas severas e frequentes
no inverno). Os solos predominantes na regido sdo denominados de
nitossolo e latossolos (Puchalski, 2006). A cobertura vegetal original
desta regido é descrita por Klein (1978) como vegetacdo Ombrofila
Mista com predominéncia de individuos de Araucaria angustifolia bem
desenvolvidos associados principalmente a Ocotea porosa, llex
paraguariensis e Dicksonia sellowiana.

A escolha dessa area para o estudo se deve ao fato de ser uma
floresta natural de Araucaria e possuir um histérico de baixa exploracéo,
mantendo desse modo, a integridade ecol6gica. Atualmente a RGF de
Cacador representa um dos maiores remanescentes continuos com
vegetacdo caracteristica da Floresta Ombréfila Mista no Estado. O
histérico de exploracdo da 4area foi de corte seletivo ha
aproximadamente oitenta anos, sendo que é considerada como mata
secundaria em avancado estado de sucessdo (Puchalski, 2006).

Demografia

Os levantamentos demogréﬁcos foram realizados em uma
parcela permanente de 72.000 m® (300 x 240 m), dividida em sub-
parcelas de 100 m? (10 x 10 m) para facilitar a localizacdo e avaliacéo
das plantas, visando verificar a densidade e frequéncia de individuos A.
angustifolia. Dentro desta area, todos os individuos de A. angustifolia
foram mapeados e mensurados.

Todas as plantas foram etiquetadas com placas de aluminio
contendo o numero da sub-parcela e da planta. As plantas também foram
mapeadas com coordenadas x e y para as andlises de distribuicdo e de
estrutura genética espacial. As plantas foram avaliadas quanto a altura
total, com auxilio de régua dendrométrica para individuos jovens e
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guanto ao diametro a altura do peito (didmetro a 1,3 m de altura da
arvore - DAP) para individuos com altura acima de 1,50 m. A partir dos
dados coletados foram montadas tabelas com a distribuicdo de
frequéncias em classes diamétricas.

Em todos os individuos que apresentaram DAP acima de 20 cm
foi feita a sexagem, verificando-se a existéncia de estruturas
reprodutivas (estrébilos), com o auxilio de bindculos, em trés momentos
com um intervalo de um ano para a confirmacdo do sexo. Aqueles
individuos que apresentaram estruturas reprodutivas foram denominados
adultos e quando ausentes, ndo reprodutivos. A érea de estudo (parcela)
em um primeiro momento tinha as seguintes dimensdes: 51.000 m? (300
x 170 m) e em 2009 ela foi ampliada para 72.000 m* (300 x 240 m),
para estudo genético. Quando da ampliagdo, foi também realizada a
identificagdo e avaliagdo demogréafica de todos os individuos de
Araucéria e nos individuos adultos (DAP maior que 20 cm) foi feito
também a determinacéo do sexo.

Coleta para a caracterizagdo genética

A coleta para caracterizacdo genética foi realizada em todos os
individuos adultos da parcela de 7,2 ha. Foram considerados individuos
adultos todos aqueles que apresentavam DAP maior que 20 cm, visto
que muitos ja eram reprodutivos.

Para a caracterizagdo dos individuos juvenis foram amostrados
todos os que estavam dentro do critério pré-estabelecido de: serem
maiores que 50 cm de altura até os que possuiam 5 cm de DAP.
Contudo, devido a uma idéia inicial do projeto de estudar a regeneracéo
em uma sub-parcela estabelecida no centro da parcela, todos os
individuos deste local foram coletados para a carcaterizacdo genética.
Diante disto, 14 individuos juvenis ficaram fora do critério pré-
estabelecido, possuindo altura de 0,22 0,4 me DAP de 5,2 a 6,4.

A amostragem foi feita coletando-se um ramo contendo cerca
de 40 aciculas dos individuos selecionados. A amostra dos individuos
adultos foi obtida através do uso de estilingues devido ao porte das
plantas. Apds a coleta, as aciculas foram acondicionadas em sacos
plasticos, devidamente identificados, contendo aproximadamente 30
gramas de silica gel azul para a retirada de umidade e evitar a
degradacdo do material biolégico. As amostras foram transportadas ao
Laboratério de Fisiologia do Desenvolvimento Genético Vegetal
(LFDGV) da Universidade Federal de Santa Catarina onde ficaram
armazenadas até o momento da extragdo de DNA.
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Extracdo de DNA

O procedimento utilizado para a extracdo do DNA da folha
(acicula) foi através do método do CTAB (brometo de cetil trimetil
amdnio) de acordo com o protocolo desenvolvido por Stefenon et al.
(2004) especifico para a espécie. Apo6s a extracdo de DNA foi feita a
quantificacdo de cada amostra utilizando-se o espectrofotdmetro
NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). De cada amostra foram tiradas trés
medidas e feita uma média aritmética devido as possiveis variacdes e
falta de homogeneidade dentro de cada amostra. Apés a quantificacdo
preparou-se a solucdo trabalho de cada amostra diluindo-se com agua
miliQ autoclavada a uma concentracdo final de 10 ng/ul.

Amplificacdo do DNA via PCR

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) é uma técnica que
permite a amplificacdo exponencial de um fragmento génico de
interesse (Hartl & Clark, 2010). Neste estudo foram amplificados nove
locos de microssatélites (Tabela 1) selecionados pelo fato de serem
polimérficos e por ndo apresentarem desequilibrio de ligagdo nos
trabalhos de origem.
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Tabela 1. Os nove locos microssatélites, suas sequéncias repetidas
(motivo), a sequéncia dos primers e 0s respectivos autores que 0S
desenvolveram.

Loco Motivo Sequéncia (5" para 3’) Autor
AangOl F (CNx TGACGGGTTCACTCCTACCT Schmidt
R TAGGAACCCCCATTCATTTG et al. 2007
Ag20 F (GA)1, ACTAGGAATGGATGTTGGTG Salgueiro
R AAGGTATGGCATCATGTCTC et al. 2005
Ag23 F (TA)5(GT), CCCTGTTAGACCTATGGTTG Salgueiro
R ATATCATCCATCAATGAGGC et al. 2005
Ag45 F (GT),AT(GT); CCATCCTCCATCATTCATCC Salgueiro
R TCCCTCCCTATGTCCCAAAG et al. 2005
Ag56 F (TO)u1 CCACACTCAAAACAATAGCAGTTC  Salgueiro
R TGAAGTTGGCCAATCAGATAC et al. 2005
Ag62 F (TC)u3 ATATGGTGGGGTGCCTACAG Salgueiro
R TCCAATCGTTCCTCCAACAG et al. 2005
Ag94 F (CT)w, CCCCACAATAACCCAAGATG Salgueiro
R AGTAAAATCCGCTAACAAATGC et al. 2005
CRCALF (GA)1o ACAACATGGAAAACATATGAG Scott et al.
R CCGTGTAACATTATGACTGC 2003
CRCA2 F (GA)3 ATGCATGACTAGGATGAACA Scott et al.
R ATAGTTCTGCTTATCACATCT 2003

Para amplificagdo dos locos foi utilizado o seguinte conjunto de
ciclos e temperaturas: 95 °C por 3 min para desnaturacéo seguido de 30
ciclos, sendo cada ciclo composto por trés fases: a primeira com 95 °C
por 30 s, a segunda com a T(a) °C por 45 s e a terceira com 72 °C por 1
min para extensdo, e a extensdo final a 72 °C por 7 min. Para a
amplifica¢do do primer Aang01 (marcado com fluorocromo) utilizou-se
0 seguinte protocolo de mix de PCR: para uma rea¢cdo com volume total
de 12 ul foram utilizados: 1x Taq buffer (biotools), 1U de DNA
polimerase (biotools), 100 uM de cada primer (F e R), 0,25 mM de cada
dNTP (Fermentas), 1,5 mM de Cloreto de Magnésio (Biotools) e 3 ng de
DNA.

Ja para a amplificacdo dos primers com cauda (primer universal
M13 marcado com fluorocromo), técnica primer-tail, utilizou-se o
seguinte protocolo de mix de PCR: para uma reacdo com volume total
de 20 pl foram utilizados: 1x Taq buffer (biotools), 1U de DNA
polimerase (biotools), 100 uM de cada primer (F e R), 100 uM de
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primer M13, 0,25 mM de dNTPs (Fermentas), 1,5 mM de Cloreto de
Magnésio (Biotools) e 3 ng de DNA.

Os primers desenvolvidos por Salgueiro et al. (2005) foram
amplificados nas mesmas condi¢des da publicacdo, exceto os primers
Ag20, Ag45 e AQg94, os quais amplificaram em temperaturas de
anelamento diferentes, como mostra a Tabela 2. O primer desenvolvido
por Schmidt et al. (2007) Aang01 foi amplificado na mesma condicédo
utilizada pelos autores. Ja os primers desenvolvidos por Scott et al.
(2003) amplificaram em diferentes condi¢Ges das descritas pelos
autores. Um primer de cada loco foi marcado com fluorocromo.
Utilizou-se fluorocromo HEX (verde) e fluorocromo FAM (azul) para
o0s nove locos microssatélites (Tabela 2).

Tabela 2. Sequéncia dos primers marcados com fluorescéncia azul
(FAM) e verde (HEX) em combinagdo biplex e em rea¢Ges simples.

Fluorescéncia Fragmento
marcada Ta (°C) esperado (pb)
Biplex A
Ag 94 FAM 55 161 -191
Ag 20 HEX 58 256 - 270
Biplex B
Ag 23 FAM 55 265 - 289
Ag 56 HEX 60 166 - 176
Biplex C
CRCA1 FAM 55 224 - 232
Ag 62 HEX 55 128 - 134
Biplex D
Ag 45 FAM 58 173 - 187
CRCA2 HEX 52 200 - 224
Simples
Aang01 FAM 56 202 - 252

Corrida Eletroforética

Para testar a temperatura de anelamento (Ta°C) de cada um dos
nove locos microssatélites utilizados neste trabalho, o produto da PCR
foi visualizado através da técnica de eletroforese em gel de agarose a
1,5%. Uma solugdo contendo 4,5 g de agarose em 300 ml de tampéo
TBE (tris-borato-EDTA) 1x (tris-Cl 20 mM, &cido borico 2M, EDTA
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(4cido etileno diamono tetracético) 20 mM) era preparada e dissolvida
em forno microondas. A solucdo era entdo despejada em uma cuba de
acrilico horizontal, montada com pentes de acrilico para a formacéo de
pocos e aplicacdo das amostras. Apo6s a polimerizacdo do gel,
adicionava-se tampdo TBE 1x e aplicava-se 4 uL do produto de PCR
com 2 uL do corante GelRed (Biotium).

A eletroforese era realizada normalmente a uma corrente
elétrica de 90 volts, na qual os fragmentos de DNA (que sdo
eletronegativos) migram por repulsdo do pélo negativo para o pélo
positivo da cuba eletroforética. Ap6s aproximadamente 120 minutos de
corrida eletroforética o resultado era visualizado por transiluminacédo
com luz ultravioleta, onde o complexo formado pelo DNA e Gel Red
fluorescia (Figura 1).

Figura 1. Padrdo de gel de agarose com amplificagdes dos primers
AQg23, Ag62 e Ag94, todos na Ta 55°C. Agarose 1,5%. Padrdo de peso
molecular de 100 pb.

Genotipagem

A leitura dos alelos em sistema de detec¢do por fluorescéncia
foi realizada em sequenciador MegaBACE 1000 DNA Analysis System
Amersham Biosciences Corp. de 96 capilares. Para a eletroforese por
capilar foi utilizado produto de PCR diluido 5 x em &agua miliQ
autoclavada. Em 2ul de cada produto diluido foram adicionados 8ul de
0,1% de Tween 20 (GE-Healthcare) e 0,25p de MegaBACE ET400-R
Size Standard (GE-Healthcare). Para as corridas em sistema biplex
utilizou-se apenas 1 ul de produto de PCR de cada primer marcado com
cor diferente. A Figura 2 ilustra a genotipagem de Araucaria com
painéis biplex.
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Figura 2. Genotipagem de Araucaria com painel biplex A de marcadores
microssatélites.

A injecdo das amostras foi feita durante 60 segundos com carga
elétrica de 3 KV e a corrida eletroforética foi conduzida durante 80
minutos e carga elétrica de 9 KV. Os dados obtidos das 93 corridas
foram analisados, através da interpretacdo dos eletroferogramas,
utilizando o software MegaBACE Fragment Profiler 1.2. A partir dos
arquivos de saida do programa, foram feitas as andlises genéticas
populacionais, como descrito a seguir.

Analise da agregacéo dos individuos

Para verificar se as arvores adultas ou os juvenis apresentavam
distribuicdo espacial agregada dentro da parcela, estimou-se o indice de
dispersdo descrito por Clark & Evans (1954), utilizando o programa
SGS (Degen et al., 2001). Para isto foi utilizada a seguinte equagdo:

Ree =R, /R, em que R, é a distancia média do vizinho mais
proximo e R ¢ a distancia esperada média do vizinho mais préximo.

Se Re =1, Re <1 ou R >1, entdo a distribuigéo dos individuos
é considerada aleatdria, agregada ou uniforme, respectivamente.
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Andlises da diversidade genética, indice de fixacdo e desequilibrio de
ligacéo

A diversidade genética para amostra de total de adultos e parcial
de juvenis da parcela foi caracterizada para o nimero total de alelos nos
locos (k), nimero médio de alelos (A), nimero efetivo de alelos por

locos (A, ), heterozigosidade observada (H ) e esperada em Equilibrio

de Hardy-Weinberg (H,), utilizando o programa FSTAT, versdo

2.9.3.2. (Goudet, 1995). Os niveis de endogamia dentro das amostras
foram quantificados pelo indice de fixacdo individual (F). A
significancia estatistica dos valores de F foram testados por
permutacdo (10.000). Aplicou-se também neste caso uma correcdo
sequencial de Bonferroni pra multiplas comparagdes (95%, «=0,05)
para evitar falsos positivos. O indice de fixacao e as permutagdes foram
obtidos utilizando o programa SPAGEDI 1.3 (Hardy & Vekemans, 2002).
O desequilibrio genotipico entre pares de locos foi estimado para
verificar se existia alguma associacdo entre os locos. Esta analise foi
realizada também utilizando o programa FSTAT, versdo 2.9.3.2.

Andlises da distribuicao espacial dos genétipos
A distribuigdo espacial dos genotipos adultos e juvenis foram
realizadas utilizando-se a estimativa do coeficiente de coancestria entre

pares de arvores (ny) proposto por J. Nason e descrito em Loiselle et

al. (1995). O coeficiente QW mede a extensdo da similaridade entre os

individuos x e vy, relativo a similaridade genética média entre dois
individuos aleatérios da amostra (Hardy & Vekemans, 2002). Este
coeficiente é definido para cada k-ésimo alelo do I-ésimo loco em cada
par de individuos, X e y, como:

ZZ(pxlk =P )Py — Pw) {

N 1
9 — |
Y D P - " Z(Zn. —1)}

emque P,, € Py sdo as frequéncias do alelo k no loco I no individuo

X ey, respectivamente (assumindo valores de zero, 05 e 1 em
homozigotos para alelos alternativos, heterozigotos e individuos

homozigotos para o alelo em consideragéo, respectivamente). P, € a
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frequéncia média do alelos k no loco | na populagdo amostrada; n, € o

nimero de alelos existentes no loco | (nimero de individuos
multiplicados pelo nivel de ploidia, menos o nimero de alelos ndo
amplificados). Na analise dos juvenis foi utilizado como frequencias
alélicas de referéncia as frequéncias estimadas nas arvores adultas. Ja na
analise dos adultos, assumiu-se que as frequéncias alélicas dos proprios
adultos representavam a frequéncia da geracao parental. Para visualizar

a estrutura genética espacial, os valores de ny foram calculados para a

média de pares de individuos dentro de dez classes de distancia pré-
determinadas. Para adultos foram determinadas dez classes, todas de
tamanho de 20 m (20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200); para
juvenis utilizou-se dez classes, cada uma com tamanho de 10 (10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100). Para testar se os valores médios de
coancestria dentro de cada classe eram significativamente diferentes de
zero, o intervalo de confianga a 95% de probabilidade foi calculado para
cada valor observado em cada classe de distancia, usando 10.000
permutacdes de individuos entre diferentes classes de distancia. O
intervalo de confianca e os valores médios foram utilizados para
construir o correlograma. Estas andlises também foram conduzidas
utilizando o programa SPAGEDI versdo 1.3. Para comparar a extensdo da
estrutura genética espacial entre adultos e juvenis foi utilizada a

estatistica Sp (Vekemans & Hardy, 2004), calculada como segue:

S, =-b /(L-6,), em que &, € a coancestria média calculada entre
todos os pares de individuos dentro da primeira classe de distancia (0-20
m para adultos e 0 a 10 m para juvenis) e b, é a inclinacdo da curva de

regressdo em relacdo ao logaritmo da distancia espacial (até 200 m para
adultos e 100 m para juvenis). Para testar a intensidade da estrutura
genética espacial, a posi¢do espacial dos individuos foram permutadas

10.000 vezes para obter-se a distribuicdo de frequéncias de b, sobre a

hipotese nula de que &, e o logaritmo natural da distancia entre os
individuos [In (dXy )] néo eram correlacionados.
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Estimativa da dispersdo génica historica da analise da estrutura
genética espacial

O programa SPAGeDi 1.3 foi utilizado para estimar a dispersdo
histérica de genes para adultos e juvenis da analise de estrutura genética
espacial assumindo um modelo de equilibrio entre deriva genética e
imigracdo (Hardy et al., 2006). A dispersdo historica de genes em
termos de tamanho de vizinhanca (Nb) foi estimada como
Nb=—-(1-6,)/b, (Vekemans & Hardy, 2004), em que b, é a
inclinacdo da curva de regressdo dentro da classe de distancia de
0,<d; <200 m para adultos e o <d;<100 m para juvenis. Este

estimador de Nb é dependente do valor assumido para densidade
efetiva de individuos reprodutivos, D, (Hardy et al., 2006). Assim, D,

estimado como D, = D(N, /N), em que a densidade efetiva é a razdo
entre o tamanho efetivo da populagéo e o tamanho senso da populacdo
(Vekemans & Hardy, 2004). De acordo com prévias estimativas
realizadas para plantas (Hardy et al., 2006), D/10 e D/2 foram
escolhidos como a minima e maxima estimativa de D

e

respectivamente. Fixando D,, o limite minimo e maximo a 95% de

probabilidade de Nb foram estimados como
NBowen = (6, —1) /(b —2SE;) €
NB ey = (6, —1) /(b +2SE, ), respectivamente, em que SE, é o

erro padrdo de b, que foi calculado por reamostragem jacknifing dos
dados através de cada loco (Hardy et al., 2006). O intervalo de
confianca a 95% de probabilidade de o, foi calculado como

o, =N, /4D, , utilizando os limites inferiores e superiores de
Nb (Hardy et al., 2006).
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Andlise de parentesco

As estimativas de dispersdo de sementes e polen nos juvenis
foram realizadas utilizando andlise de parentesco e o0 programa
CERVUS 3.0 (Marshall et al., 1998; Kalinovski et al., 2007). A anélise
de parentesco foi realizada com base no genétipo dos juvenis, sub-
adultos e adultos. Para isto foi utilizado um método de simples exclus&o,
aceitando a maternidade ou paternidade apenas em casos onde nao
houvesse nenhuma incoeréncia entre o trio filho-mae-pai. Os mais
provaveis parentes foram determinados utilizando-se como referéncia as
frequéncias alélicas estimadas apenas na geracdo parental, como
sugerido por Meagher & Thompson (1987). Os alelos imigrantes, que
ndo se encontravam na populacdo adulta reprodutiva, tiveram sua
frequéncia estimada e foram adicionados ao arquivo com as frequéncias
alélicas de referéncia da geracdo parental. As anélises de maternidade e
paternidade foram conduzidas a partir dos genétipos de 290 adultos
(DAP>20 cm), 223 gendtipos juvenis (altura>50 cm até DAP< 5 cm) e
57 sub-adultos (20 cm>DAP<30 cm). Para estas andlises, foi
determinada a provavel idade dos juvenis, sub-adultos e adultos com
base no incremento médio anual estimado (IMA) em um teste de
procedéncias de A. angustifolia estabelecido em Itapeva, estado de S&o
Paulo (Sebbenn et al., 2004). Este estudo observou que o IMA para a
média de cinco procedéncias da espécie para DAP aos seis anos era de
1,99 cm e aos 30 anos era de 0,68 cm. Para altura, o IMA aos dois e seis
anos foi estimado em 1,24 m e aos 30 anos em 0,60. Assim, 0s juvenis
amostrados no presente trabalho, com DAP variando entre 0,14 a 6,4 cm
e altura variando entre 0,16 a 6,4 cm (Tabela 1) podem ter idade
variando de menos de um ano a no maximo 10 anos (6,4 cm/0,68 cm).
Devido a isso, arvores com DAP entre 20 a 30 cm que ndo tiveram o
sexo determinado, foram excluidas como possiveis parentais dos
juvenis, visto que de acordo com o raciocinio para o calculo das idades,
estas podem ter idade variando entre 29 a 44 anos. Esta classe de DAP
(20 a 30 cm) era composta em sua maioria por individuos determinados
como nao reprodutivos. Dos 290 individuos “adultos”, 60 estavam nesta
classe de 20 a 30 cm e destes, 46 ndo foram sexados (76%) e dos 14
remanescentes, oito foram sexados como fémeas (DAP entre 24,6 a 29
cm) e seis como machos (DAP entre 22 a 27,9 cm). Assim estes 60
individuos foram denominados de “sub-adultos” e utilizados em uma
andlise adicional de dispersdo de sementes e polen, em que apenas
individuos com DAP >50 cm (idade minima estimada de 70 anos) foram
considerados possiveis parentais maternos e paternos. Os individuos que
ndo puderam ser sexados foram utilizados em ambas as analises de
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maternidade e paternidade. O fluxo génico critico (FG ) ou, em outros

termos, a probabilidade de encontrar um candidato compativel como pai
ou méde de um individuo dentro da populacdo, quando o verdadeiro pai
ou mae encontra-se fora da populacéo, foi calculado segundo método de

Dow & Ashley (1998), FG. =1—-(1-P.,.),emque P, é o poder

de ndo exclusdo (probabilidade de ndo excluir o verdadeiro parental
materno ou paterno de um individuo) determinado para o par de
parentes (pai e mae) e n é o nimero de candidatos a pai e mée
encontrados como putativos parentais paternos e maternos dos juvenis e
sub-adultos nas respectivas andlises de maternidade e paternidade.
Como todas as arvores e juvenis da populacdo tinham o seu genétipo
determinado e sua posicdo espacial conhecida, em termos de
coordenadas X e Y, as plantas que tiveram ambos, pai e mae,
determinados dentro da parcela foram utilizadas para determinar as
distancias minima, maxima, média e mediana de disperséo de polen, que
correspondia a distancia linear entre estes dois putativos parentes. A
distancia entre as maes e os juvenis foi utilizada para determinar a
distancia de dispersdo de sementes. No caso de apenas a mée ser
determinada como ocorrendo dentro da parcela, a distancia entre esta
putativa mée e o respectivo juvenil ou sub-adulto, foi utilizada para
representar a distancia de dispersdo da semente. Quando apenas o pai foi
determinado dentro da parcela, ndo foi possivel calcular a distancia de
dispersdo de pdlen, pelo fato da arvore materna estar localizada fora da
parcela. A analise de paternidade e maternidade permitiu ainda sexar
alguns individuos quando eles apareceram apenas como provaveis
parentais maternos ou paternos. Dos 123 candidatos a mae, 14 estavam
classificados como ndo-reprodutivos e destes, oito foram sexados
geneticamente. Dos 141 candidatos a pai, 14 estavam classificados
como ndo-reprodutivos e destes, 11 foram sexados geneticamente. Nos
casos em que alguns individuos ndo reprodutivos apareceram como
podendo ser simultaneamente machos e fémeas, foi assumido a
possibilidade destes serem monéicos. Nos casos em que dois individuos
ndo reprodutivos foram encontrados como possiveis parentes de um
individuo, o candidato localizado mais proximo ao juvenil ou sub-adulto
foi considerado como o parental materno e 0 mais distante como o
parental paterno. Embora esse procedimento possa introduzir alguns
erros na estimativa da distancia direta de disperséo de sementes e pélen,
0 mesmo tem sido o mais utilizado na literatura corrente quando ndo é
possivel distinguir com precisao o parental materno do paterno, como no
caso de espécies monoicas (Dow & Ashley, 1998; Schueler et al., 2006,
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Nakanishi et al., 2008; Sebbenn et al., 2010). Contudo, como a
dispersdo primaria de sementes em A. angustifolia ocorre por gravidade
e a de polen pelo vento, acredita-se que justamente pelo fato deste
procedimento ter sido aplicado apenas em poucos casos, ele ndo tenha
causado grandes vicios nas estimativas. A taxa de imigracdo de
sementes (M) foi calculada como a proporgdo de juvenis e sub-adultos
gue ndo tiveram um candidato a mée determinado dentro das popula¢Ges

(nimigrame) em relacdo ao total de juvenis ou sub-adultos genotipados
(ntotal) dentro da populacéo, rﬁ:ﬁimigram/ntotal (Burczyk et al.,

1996; Burczyk et al., 2004; Smouse & Sork, 2004). A taxa de imigracdo
de pdlen (M) foi calculada como a proporcdo de juvenis e sub-adultos
gue ndo tiveram um candidato a pai determinado dentro da populagéo

(n. ) em relagdo ao total de juvenis ou sub-adultos genotipados

imigrante

(n,,, ) dentro da populagdo, i =1 /n

imigrante’ " 'total *
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura populacional

A distancia espacial entre as arvores adultas amostradas variou
entre 0,71 a 372,4 m e para juvenis variou de 0,20 a 363,9 m. Na Figura
3 estdo representadas a distribuicdo espacial dos individuos adultos e a
dos juvenis na parcela de 7,2 ha. O indice de dispersdo para adultos foi

ndo significativamente diferente da unidade (R.z= 0,977, P>0,05),
indicando distribuicdo aleatéria dentro da parcela (Figura 3). J& para os
juvenis, este indice foi significativamente inferior a unidade (Rqg =

0,833, P<0,05), o que indica uma distribuicdo agrupada (Figura 4) nesta
fase ontogénica. A distancia média observada do vizinho mais proximo
para adultos foi de 7,66 m e para juvenis foi de 7,45 m. Este padrdo
pode estar ligado a dispersdo de sementes restrita, fazendo com que os
individuos novos se estabelecam de forma agregada proximos a planta
mde. Porém esta proximidade com a planta mée pode expor 0s
individuos juvenis a altas taxas de mortalidade devido a predacéo
(Janzen, 1970; Connell, 1971). Com a mortalidade dos individuos que se
encontram agrupados, 0s niveis de agregacdo tendem a diminuir nas
seguintes fases ontogénicas, o que explicaria a tendéncia a aleatoriedade
do padrdo espacial observado nos adultos. O modelo Janzen e Connell
descreve que quando sementes e plantulas estdo localizadas mais
préximas aos adultos coespecificos e apresentam altas densidades,
tornam-se mais susceptiveis a predacdo e a acdo dos patdégenos. Como
consequéncia dos efeitos dependentes da densidade, ha uma reducéo na
sobrevivéncia destes propagulos nas areas proximas aos parentais,
aumentando a chance de outras espécies de plantas colonizarem.
Entretanto este modelo ndo foi testado neste trabalho tratando-se apenas
de uma possivel explicacdo para o padrdo encontrado, logo, merece
estudos adicionais e de longo prazo.
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Figura 3. Distribuicdo espacial de todos os gendtipos adultos de
Araucaria angustifolia na parcela de estudo, RGF de Cacador/SC.
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A populacdo de Araucéria estudada apresentou alta densidade
de individuos adultos (40,3 individuos/ha). A razéo sexual das arvores
de Araucéria nesta area foi de 1:1 como descreve Paludo et al. (2009).
Nos 7,2 ha da parcela foram encontrados 290 individuos adultos com
DAP variando de 20 a 147,1 cm e uma média de 57,2 cm (Tabela 3). O
DAP das fémeas (variou de 24,6 a 147,1, com média de 72,2) foi maior
do que o observado nos individuos machos (variou de 22,0 a 125,1, com
média de 58,1), sugerindo que fémeas tendem a crescer mais do que 0s
machos.

O DAP médio encontrado para os individuos adultos (57,2 cm)
e a presenca de individuos com mais de 140 cm, reflete o grande porte a
que podem chegar os individuos desta espécie. Mattos (1994) afirma
que o didmetro do tronco de Araucéria geralmente esta dentro de 60 a
120 cm. O elevado DAP médio encontrado, juntamente com a presenca
de individuos com DAP maior que 120 cm sdo indicativos do grau de
conservagdo no qual se encontra esta floresta, jA que a Araucéria
apresenta um crescimento lento (Reitz & Klein 1966, Sebbenn et al.,
2004).

Tabela 3. Caracteristicas fenotipicas dos adultos e dos juvenis
amostrados de Araucaria angustifolia na parcela. n € o nimero de
individuos.

DAP (cm) Altura (m)
Classes n Média  Mediana  Min-max Média Mediana  Min-max
Adultos 290 57,2 51,1 20,0-147,1 - - -
Fémeas 100 72,2 67,0 24,6-147,1 - -
Machos 115 58,1 53,5 22,0-125,1 - -
Monoica 1 45,2 -- - - -
NR 74 35,7 28,7 20,0-94,5 - - -
Juvenis 223 2,6 2,5 0,1-6,4 1,7 1,0 0,2-6,4
Total 513

NR= ndo reprodutivos

Considerando a distribuicdo em classes diamétricas (Figura 5) é
possivel perceber uma maior frequéncia de individuos nas primeiras
classes de DAP, sendo que este nUmero vai diminuindo conforme as
classes diamétricas aumentam. Este padrao de distribuicdo diamétrica é
similar a um J invertido, ou seja, existem muitos individuos nos menores
valores da distribuicdo diamétrica e poucos individuos nas classes
diamétricas superiores.
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Figura 5. Distribuicdo de frequéncia em classes diamétricas de todos os
individuos adultos de Araucaria angustifolia existentes na parcela da
RGF de Cagador.

O DAP das 74 plantas que ndo estavam reprodutivas durante o
periodo que foi realizada sexagem, variou de 20 a 94,5 cm, embora
destas 74 plantas classificadas como ndo reprodutivas, 46 apresentavam
DAP entre 20 a 30 cm. Por isso, 60 plantas dentro desta classe de 20 a
30 cm foram caracterizadas para as analises de parentesco como sub-
adultos. Estimativas da idade das plantas foram realizadas no item
material e métodos, com base no incremento médio anual estimado
(IMA) obtido em um teste de procedéncias de A. angustifolia
estabelecido em Itapeva, estado de Sdo Paulo (Sebbenn et al., 2004).
Estima-se para juvenis, com DAP variando entre 0,1 a 6,4 cm (Tabela 3)
e altura variando entre 0,2 a 6,4 cm, idades variando de menos de um
ano a no maximo 10 anos (6,4 cm/0,68 cm). Para os sub-adultos, com
DAP entre 20 a 30 cm estima-se idades variando entre 29 a 44 anos.
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Desequilibrio de ligacao, diversidade genética e endogamia

O equilibrio de ligacdo em locos marcadores é uma das
pressuposicdes basicas para sua utilizacdo em analise de diversidade e
estrutura genética, sistema de reproducdo e analise de paternidade. Dos
36 testes realizados entre os pares de locos avaliados nos adultos e
juvenis, nenhum par apresentou desvios significativos, ap6s a correcdo
de Bonferroni (o=0,05), sugerindo equilibrio genotipico (Tabela 4).
Portanto, estes locos ndo estdo ligados e podem ser usados em estudos
da estrutura e diversidade genética, estrutura genética espacial, sistema
de reproducédo e fluxo génico contemporaneo, visto que ndo vao gerar
vicios nessas estimativas.
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Tabela 4. Desequilibrio de ligacdo entre os locos de arvores adultas e
juvenis de Araucaria angustifolia. Valores referentes as probabilidades
de desequilibrio de ligacdo apds 1000 permutacGes. O valor limite de
significancia apds correcdo de Bonferroni é 0,000694.

Pares de locos Adultos Juvenis
Aang01XAg20 0,85139 0,37708
Aang01XAg56 0,68264 0,73403
Aang01XAg94 0,60486 0,85000
Aang01XCRCA1 0,59861 0,29375
Aang01XCRCA2 0,45556 0,41458
Aang01XAg45 0,70833 0,75903
Aang01XAg23 0,72986 0,64028
Aang01XAg62 0,48611 0,09097
Ag20XAg56 0,06806 0,95556
Ag20XAg94 0,27292 0,35417
Ag20XCRCA1 0,77361 0,02361
Ag20XCRCA2 0,65278 0,51458
Ag20XAg45 0,75000 0,72986
Ag20XAg23 0,49931 0,42083
Ag20XAg62 0,36667 0,45278
Ag56XAg94 0,84861 0,04097
Ag56XCRCA1 0,95208 0,70000
Ag56XCRCA2 0,30000 0,12292
Ag56XAg45 0,09028 0,22917
Ag56XAg23 0,43681 0,86111
Ag56XAg62 0,60208 0,89028
Ag94XCRCA1 0,97153 0,41528
Ag94XCRCA2 0,61042 0,09931
Ag94XAg4s 0,15278 0,48750
Ag94XAg23 0,47431 0,95833
Ag94XAg62 0,03681 0,68750
CRCA1XCRCA2 0,95903 0,44514
CRCA1XAg45 0,42569 0,23194
CRCA1XAg23 0,02500 0,83681
CRCA1XAg62 0,25417 0,12778
CRCA2XAg45 0,04583 0,81389
CRCA2XAg23 0,32153 0,70903
CRCA2XAg62 0,45694 0,19583
Ag45X Ag23 0,76389 0,34722
Ag45XAg62 0,87847 0,80417

Ag23XAg62 0,38611 0,17847
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A partir da andlise das frequéncias alélicas (Tabela 5) é possivel
notar que na maioria dos locos (Aang01, Ag23, Ag62, Ag94, CRCAL e
CRCAZ2) ocorreu a presenca de alelos exclusivos aos adultos e em
apenas um loco ocorreram alelos exclusivos aos juvenis (CRCAL).
Todos os alelos exclusivos apresentaram baixa frequéncia. A presenca
de alelos exclusivos aos adultos indica que nem todos estes individuos
participaram do processo reprodutivo e deixaram descendentes. Além do
mais, eles podem ter participado da reproducéo, porém seus filhos e, por
conseguinte, seus alelos, ndo estdo representados dentro da amostra de
juvenis realizada neste trabalho.

J& os alelos exclusivos dos juvenis indicam a possibilidade de
ter ocorrido imigragdo de sementes e ou polen na parcela, embora como
a frequéncia destes alelos é baixa, sugere uma consequente baixa taxa de
imigracdo. A presencga de alelos exclusivos dos juvenis mostra que o
conjunto génico desta populacdo ndo esta todo representado dentro da
parcela denotando a importancia em se conservar toda a extensdo da
reserva, bem como a importancia em se conservar grandes areas.
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Tabela 5. Frequéncias alélicas de A. angustifolia na RGF de Cagador — SC.

Aang01 Adultos Juvenis Ag20 Adultos Juvenis
202 0,015 0,018 256 0,004 0,019
204 0,004 0,006 258 0,111 0,110
206 0,013 0,003 260 0,496 0,532
208 0,002 0 262 0,243 0,198
210 0,047 0,061 264 0,086 0,104
212 0,006 0,009 266 0,042 0,019
214 0,082 0,070 268 0,015 0,016
216 0,075 0,045 270 0,004 0,003
218 0,277 0,306 exclusivos 0 0
220 0,084 0,079 CRCAl Adultos Juvenis
222 0,139 0,155 224 0 0,011
224 0,090 0,045 226 0 0,003
226 0,028 0,033 228 0,820 0,949
228 0,028 0,033 230 0,174 0,037
230 0,017 0,027 232 0,007 0
232 0,041 0,039 exclusivos 1 2
234 0,019 0,030 Ag23 Adultos Juvenis
236 0,004 0,003 265 0,005 0,009
238 0,004 0,012 267 0,016 0,026
240 0,002 0,009 269 0,089 0,017
250 0,002 0 275 0,003 0
252 0,019 0,015 277 0,324 0,388

exclusivos 2 0 279 0,168 0,095
Ag9%4 Adultos Juvenis 281 0,197 0,198
161 0,015 0,015 283 0,089 0,086
163 0,004 0,002 285 0,029 0,017
165 0,002 0 287 0,071 0,155
169 0,004 0,005 289 0,008 0,009
171 0,032 0,056 exclusivos 1 0
173 0,186 0,153 Ag56 Adultos Juvenis
175 0,092 0,090 166 0,260 0,246
177 0,058 0,063 168 0,371 0,359
179 0,216 0,206 170 0,069 0,068
181 0,132 0,107 172 0,266 0,275
183 0,107 0,143 174 0,032 0,035
185 0,073 0,083 176 0,002 0,016
187 0,034 0,029 exclusivos 0 0
189 0,021 0,029 CRCA2 Adultos Juvenis
191 0,024 0,019 200 0,002 0

exclusivos 1 0 204 0,002 0

Ag62 Adultos Juvenis 206 0,009 0,012
128 0,004 0 208 0,487 0,478
130 0,173 0,180 210 0,050 0,063
132 0,735 0,721 212 0,193 0,180
134 0,088 0,099 214 0,093 0,115

exclusivos 1 0 216 0,071 0,063

Ag45 Adultos Juvenis 218 0,061 0,051
173 0,051 0,057 220 0,009 0,027
185 0,249 0,260 222 0,004 0
187 0,700 0,683 224 0,019 0,010

exclusivos 0 0 exclusivos 3 0
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Nos nove locos microssatélites, o padrdo de distribuicdo das
frequéncias alélicas foi semelhante nos adultos e nos juvenis como pode
ser visto na Figura 6.

Aang01 Ag20
035 060
030 050
o 030
gozs F o040
§020 H
go1s 7 $ 030
So1n0 g020
0.05 - <010 4
0.00 i)
F PP PP PP 2% 258 260 262 264 266 268 270
Alelos Alelos
Ag66 CRCA1
04 100
035 030 1
080
203 2070
b §id
3 § 03
Bis o3
w01 <0320
0.05 T o E—— 010
1 o E—— 08 1 S
166 168 170 ) 174 176 24 26 28 0 m
Alelos Alelos
Ag4s Ag94
080 025
070 —
- 08 — 20
e 050 — 015 =
040 — £
g030 — go10
i = Bl
i —
0.00 L 0.00 4801 Han
173 185 187 161 163 165 169 171 173 175 177 179 181 183 185 187 189 191
Aleles Alelos
Ag62 CRCA2
080 06
070 :
= 060 20 T
gos0 To04 1
$ 040 $03
g030 02 |
£020 1 -
0.10 4 014
000 T s 5l nm -
128 130 132 134 200 204 206 208 210 212 214 216 218 220 222 224
Aleles Alelos
Ag23
0%
« 035 ]
030 |
5025 1
2020
gont— 4§
<010
000 -
25 267 269 275 277 219 281 283 285 267 289
Alelos
@Adultos OJuvenis

Figura 6. Distribuicdo das frequéncias alélicas nos nove locos
microssatélites de individuos adultos e juvenis de A. angustifolia na
RGF de Cacador - SC.
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A presente populacdo de A. angustifolia apresentou um alto
nivel de polimorfismo e diversidade genética para os nove locos
microssatélites analisados. Da amostra total dos nove locos em 513
individuos foram observados 86 alelos (Tabela 6), indicando alto
polimorfismo. O nimero de alelos por loco variou de trés (Ag45) a 22
alelos (Aang01), com média de 9,56 alelos por loco. O nimero efetivo
de alelos por locos foi menor do que o nimero médio de alelos por
locos, variando de 1,28 a 8,06 alelos, com média de 3,96 alelos por loco,
0 que indica que embora este conjunto de locos possua muitos alelos,
muitos destes apresentam baixa frequéncia.

Stefenon et al. (2007), utilizando cinco locos microssatélites
coincidentes com este trabalho (Aang01, Ag20, Ag45, Ag94 e CRCA2),
encontram um numero de alelos para estes locos de 21, 18, 7, 13 e 14,
respectivamente, num total de seis populagcbes naturais de A.
angustifolia. Especificamente para a populacdo localizada em SC, o
namero de alelos foi de 13, 11, 3, 7 e 8 para 0s respectivos locos,
valores estes diferentes dos encontrados pelo atual estudo (22, 8, 3, 15 e
12, respectivamente). Tal fato deve-se possivelmente ao tamanho
amostral. O referido trabalho teve uma amostra de 63 individuos, na
populacdo de SC, enquanto que no atual trabalho a amostra foi de 513
individuos de A.angustifolia, de tal modo que os valores encontrados no
presente trabalho mais se assemelham ao total das seis populacfes
amostradas por estes autores (384 individuos). Porém, a discrepancia
encontrada nos locos Ag20 e Ag45, provavelmente deva-se ao fato da
grande abrangéncia geografica das seis populacfes amostradas por
Stefenon et al. (2007) (SP, PR, SC e RS), refletindo possivelmente a
divergéncia genética entre populacgdes.

Schmidt (2005) detectou até 22 alelos para o loco Aang01 em
duas populacdes (total 94 individuos) de A. angustifolia localizadas no
planalto serrano de Santa Catarina. Patreze & Tsai (2010) detectaram
apenas cinco alelos para o loco Aang01, em 105 individuos amostrados
em Campos do Jorddo. Contudo, outros dois locos utilizados no presente
estudo (Ag23 e Agb6) também foram utilizados por Patreze & Tsai
(2010). Estes autores detectaram 18 e 9 alelos por loco, respectivamente,
ou seja, encontraram mais alelos do que no presente estudo.

Salgueiro et al. (2005) caracterizaram trés populacfes da
espécie (RJ, PR e RS) em uma amostragem total de 60 individuos com
oito locos coincidentes com este trabalho (Ag20, Ag23, Ag45, Ag 56,
Ag62, Ag94, CRCAL e CRCAZ2). Os autores mencionados encontraram
0s seguintes numeros de alelos por locos: 8, 7, 3, 6, 11, 10, 4 e 8
respectivamente. Valores estes muito semelhantes aos encontrados pelo
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atual estudo (8, 11, 3, 6, 4, 15, 5 e 12 respectivamente), onde somente
um loco (Ag62) apresentou um ndmero menor de alelos, todos os
demais foram iguais ou apresentaram mais alelos, devido provavelmente
a diferenca no tamanho amostral entre os trabalhos.

N&o obstante, o trabalho de Bittencourt & Sebbenn (2007)
revelou uma expressiva diferenca em relacdo ao ndmero de alelos por
loco. Este trabalho utilizou oito locos SSR, dos quais sete sdo
coincidentes ao presente estudo (Ag20, Ag23, Ag45, Ag56, Ag62,
CRCAL e CRCAZ2). Conforme os autores, os locos apresentaram 0s
seguintes nimeros de alelos 12, 19, 9, 13, 20, 8, 16 respectivamente. Tal
fato possivelmente ocorreu devido ao grande numero de individuos
genotipados (mais de 1370 individuos), incluindo sementes que,
teoricamente, apresentaram a imigracao de alelos (fluxo génico efetivo).

A heterozigosidade observada variou de 0,225 (CRCAl) a
0,789 (Aang01), com média de 0,559. A heterozigosidade esperada em
Equilibrio de Hardy-Weinberg foi maior que a observada em quase
todos os locos e na média dos locos, variando de 0,217 (CRCAL) a
0,876 (Ag94), com média de 0,639. Isso é um indicativo de excesso de
homozigotos.

Trabalhos com a mesma espécie e utilizando isoenzimas como
marcador demonstram, conforme o esperado, valores inferiores de
diversidade genética. O valor encontrado no presente estudo (H.=0,64) é
superior aos encontrados por Mantovani et al. (2006) em Campos do
Jorddo (H.=0,170) e ao valor médio encontrado por Auler et al. (2002)
para populacBes analisadas em Santa Catarina e consideradas pouco
degradadas (H.=0,112) e em especifico para uma populacdo localizada
no municipio de Cacador-SC, H.=0,108. Além destes, Ferreira (2008)
também encontrou uma diversidade genética menor (H.= 0,127) para
uma populacdo natural de Araucaria na Floresta Nacional de Tres
Barras. Bem como Shimizu et al. (2000) encontraram H.=0,248 para
uma populacdo no Parque Nacional do Iguagu.

Outros trabalhos com a mesma espécie, porém utilizando-se de
marcadores microssatélites obtiveram valores de H. semelhantes ao
encontrado no presente estudo (H=0,64). Bittencourt & Sebbenn (2008)
encontraram H.=0,59 para uma populacdo de 298 individuos de A.
angustifolia em uma floresta continua no Parand, utilizando oito locos
SSR. Stefenon et al. (2007) encontraram H.=0,65 para seis populacGes
naturais de A. angustifolia (SP, PR, SC e RS) empregando cinco locos
microssatélites. Patreze & Tsai (2010) obtiveram H.=0,74 para uma
populagdo em Campos do Jorddo utilizando seis locos SSR, com base
em um total de 105 individuos. Schmidt (2005) encontrou H.=0,88 em
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média para duas populacGes (total 94 individuos) de A. angustifolia
localizadas no planalto serrano de Santa Catarina, utilizando sete locos
SSR.

No entanto, ao avaliar trés populagdes de A.angustifolia (RJ, PR
e RS) utilizando oito locos SSR, Salgueiro et al. (2005) encontraram
uma diversidade genética um pouco mais baixa (H.=0,34) do que a dos
referidos trabalhos, porém com uma amostragem total de 60 individuos
para as trés populagdes. Portanto, é importante considerar que é dificil
comparar 0s niveis de diversidade genética entre populacGes com
tamanhos amostrais diferentes, em especial para locos SSR, visto que
estes tendem a apresentar maior nimero de alelos, quanto maior for o
tamanho da amostra.

Tabela 6. Diversidade genética e endogamia na populacédo de Araucaria
angustifolia, na RGF de Cagador. n é o tamanho da amostra; K é o

namero total de alelos; A, é o nimero efetivo de alelos nos locos; H

é a heterozigosidade observada; H, é a heterozigosidade esperada em
Equilibrio de Hardy-Weinberg; F é o indice de fixagdo.

Tamanho dos
Loco fragmentos (pb) KA H, H, F
Aang01 398 202-252 22 752 0,789 0,867 0,090*
Ag20 426 256-270 8 3,00 0535 0,667 0,198*
Ag56 465 166-176 6 3,62 0,742 0,724 -0,025
Ag94 440 161-191 15 8,06 0,701 0,876 0,200*
CRCA1 418 224-232 5 1,28 0,225 0,217 -0,038
CRCA2 436 200-224 12 3,46 0,670 0,711 0,058
Ag45 420 173-187 3 1,83 0,397 0,453 0,123 *
Ag23 248 265-289 11 5,08 0,690 0,803 0,141*
Ag62 327 128-134 4 1,76 0,284 0,433 0,343 *
Média -- -- 956 396 0,559 0,639 0,125*
Total 513 -- 86 -- -- -- --
*P<(,05.

O indice de fixacdo foi positivo e significativamente diferente
de zero em sete locos e para média dos locos, variando de -0,038
(CRCAL) a 0,343 (Ag62), com média de 0,125, indicando desvios do
equilibrio de Hardy-Weinberg, devido a excesso de homozigotos,
provavelmente endogamia (Tabela 6). A. angustifolia € uma espécie
predominantemente de cruzamento, embora certa taxa de cruzamentos
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entre parentes tenham sido detectados em populagdes naturais
(Mantovani et al., 2006, Bittencourt & Sebbenn, 2007, 2008, Ferreira et
al (submetido)).

A populacdo estudada apresenta um indice de fixacdo que ndo
adere ao Equilibrio de Hardy-Weinberg - principio de acasalamentos
aleatorios e auséncia de atuacdo dos fatores evolutivos (Hartl & Clark,
2010). Aderir a este principio é esperado para espécies didicas com
polinizacdo anemofilica. Indices de fixagdo altos e significativamente
diferentes de zero sugerem que estd ocorrendo cruzamentos entre
aparentados visto que a A. angustifolia € uma espécie didica (salvo
excegdes), ndo podendo, portanto, realizar autofecundacéo. Estes altos
niveis de endogamia tendem, ao longo do tempo, a promover uma
reducdo da riqueza alélica resultando na perda e fixacdo de
determinados alelos, além de aumentar os efeitos de depressdo por
endogamia.

A maioria das populagbes é agrupada em subpopulacGes
menores, como foi detectado neste trabalho. Esta subdivisdo
populacional resulta em cruzamento entre parentes, pois os individuos,
na subpopulacdo, compartilham ancestrais remotos ou recentes (Hartl &
Clark, 2010). O cruzamento entre parentes gera endogamia em uma taxa
igual ao coeficiente de coancestria na geracdo parental. Assim, o nivel
médio de endogamia observada na presente populacdo poderia ter sido

originado do cruzamento entre meios-irmaos (ny =0,125).

A literatura mostra grande variacdo em relagdo aos indices de
fixacdo encontrados para a espécie. Porém ha de se ressaltar que as
amostras, as regides de ocorréncia, o estado de conservagdo e, sobretudo
o tipo de marcador utilizado em cada trabalho séo distintos. Obtiveram
indices altissimos: Schmidt (2005), F=0,30 (utilizando microssatélites) e
Ferreira et al. (submetido) F=0,405 (utilizando isoenzimas), ambos com
populacdes naturais em SC.

Contudo os seguintes autores encontraram baixos indices de
fixacdo ndo diferindo de zero. Bittencourt & Sebbenn (2008) para uma
populacdo continua no Parana, F=0,055. Auler et al. (2002) obtiveram
F= 0,054 médio para populacfes ndo degradadas em SC e F=-0,120 em
especifico para uma populacdo em Cacador. Shimizu et al. (2000)
obtiveram um valor de F= 0,030 no Parque Nacional do Iguacu. Além
destes, o indice de fixacdo encontrado por Patreze & Tsai (2010) para
uma populacdo em Campos do Jorddo foi de F=-0,089. Mantovani et al.
(2006) também ndo observaram efeito de endogamia nesta mesma
populacdo de Campos do Jorddao (F=0,006). Ja Stefenon, Gailing &
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Finkeldey (2007) encontraram endogamia significativa na média das
seis populacdes estudadas (F=0,11), porém a populacdo localizada em
Santa Catarina apresentou baixo indice de fixacdo de 0,076.

Diversidade genética e endogamia nas geracgdes

A populacdo em estudo apresentou um alto nivel de
polimorfismo e diversidade genética para os nove locos microssatélites
analisados nas duas coortes estudadas (Tabela 7). Os adultos
apresentaram um ndmero maior de alelos (84) do que o observado nos
juvenis (78), sendo nove alelos exclusivamente aos adultos e dois aos
juvenis. Isso sugere a ocorréncia de deriva genética durante o processo
de reproducdo ou que nem todos os individuos aptos a se reproduzir
deixaram descendentes. Alternativamente, os alelos exclusivos aos
juvenis podem ser imigrantes advindos de fora desta parcela via semente
ou polen.

Embora o nimero de alelos por loco ter sido maior nos adultos
do que nos juvenis, a riqueza alélica estimada por rarefacdo nao diferiu
entre estes estadios ontogénicos. Em contraste, a heterozigosidade média
observada foi significativamente maior nos adultos do que nos juvenis

A

(H,=0580 e H_,=0558 respectivamente). Igualmente, a

heterozigosidade esperada foi significativamente maior nos adultos do
que nos juvenis (Tabela 7). Uma possivel explicacdo para este resultado
pode ser a presenca de cruzamentos entre parentes, gerando endogamia
nos juvenis e com isso uma redugdo na heterosigozidade observada.
Contudo, a coorte adulta representa o produto de cumulativos eventos
reprodutivos e de vérias geragdes, portanto pode ser esperada uma maior
diversidade genética do que nos juvenis (Kettle et al., 2007). Uma
explicagdo alternativa pode estar associada a amostragem, pois para
adultos fez-se um senso, enquanto que os individuos juvenis sdo uma
amostra da parcela.

O fato de ter sido encontrado este declinio de diversidade entre
as coortes sugere que os futuros individuos adultos desta populacdo
podem ndo ser suficientes para manter a diversidade e contrapor 0s
efeitos naturais de perda de variabilidade por deriva genética. Bem
como, possibilita uma reducdo na adaptacdo da populacdo, que refletira
na viabilidade da popula¢do em longo prazo.
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Tabela 7. Diversidade genética e endogamia em nove locos SSR de arvores adultas e juvenis de A. angustifolia. K é o
namero total de alelos nos locos; R58 é a riqueza alélica estimada por rarefagdo para p nimero minimo de 58 genétipos

dipléides; H , € a heterozigosidade observada; H , é a heterozigosidade esperada em Equilibrio de Hardy-Weinberg; F

é o indice de fixacao; P, é probabilidades de ndo excluir o par de parentes.

ar —Parente
Adultos (N=290) Juvenis (N=223)

Loco K R58 H 0 H e F PPar—Parente K I:258 H 0 H e F 1
Aang01 22 17,00 0,820 0,873 0,061 0,088 21 17,66 0,743 0,864 0,141*
Ag20 8 6,71 0,548 0,676 0,190* 0,365 8 7,06 0,494 0,654 0,199 *
Ag56 6 539 0,762 0,721 -0,057 0,353 6 6,16 0,714 0,734 0,154 *
Ag94 15 12,86 0,692 0,872 0,206* 0,101 14 12,51 0,709 0,880 0,130*
CRCAl 3 258 0,327 0,299 -0,092 0,784 4 3,08 0,092 0,089 0,242*
CRCA2 12 926 0,716 0,706 -0,014 0,292 9 8,42 0,608 0,717 0,024
Ag45 3 3,00 0,378 0,442 0,144* 0,670 3 3,00 0,416 0,460 0,121*
Ag23 11 936 0,683 0,809 0,156* 0,188 10 10,00 0,690 0,781 0,097 *
Ag62 4 344 0,277 0,425 0,348* 0,645 3 3,00 0,290 0,440 0,353 *
Média 933 7,71 0,580 0,647 0,096 * - 8,67 7,85 0,534 0,624 0,163*
ICinf. (95%) 9,07 751 0572 0,638 0,048 -- 8,42 765 0525 0,614 0,138
IC sup. (95%) 9,60 7,92 0,589 0,656 0,143 -- 891 8,06 0544 0,635 0,197
Total 84 - -- - - 0,0000217 78 -- - -- --
Total geral 86 - -- - -- - -- - -- --

* P<0,05. IC: Intervalo de confianga do erro a 95% de probabilidade calculada por reamostragem jackknife. As médias dos parametros
K, HO e He sdo significativamente diferentes entre adultos e juvenis, de acordo com o intervalo de confianca a 95% de

probabilidade. 1: Indice de fixago intra-individuo, calculado usando as frequéncias alélicas dos adultos como referéncia pelo programa
Spagedi. Baseado na minima amostra de 58 individuos dipléides. O intervalo de confianca do indice de fixagdo nos adultos e nos juvenis
foi calculado por 10.000 permutagdes, utilizando o programa Spagedi.
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O indice de fixacdo foi positivo e significativamente diferente
de zero em ambos adultos e juvenis, sugerindo endogamia (Tabela 7).
Altos niveis de endogamia ndo sdo esperados em espécies didicas ou
predominatemente de cruzamento, devido ao fato de que a depresséo
endogamica tende a eliminar plantas endogamicas entre a fase de
fertilizacdo e a fase adulta (Gribel & Gibbs 2002; Hufford & Hamrick
2003; Naito et al. 2008). Entretanto o conceito de populacéo € arbitrario
e o fato de chamar os individuos de Araucaria desta parcela de
“populagdo” pode ter consequéncias na estimativa do indice de fixacdo,
ja que, estard ocorrendo uma juncéo de varias subpopulacdes, devido a
presenca de estrutura genética espacial, € o chamado efeito Wahlund.
Este efeito traz como consequéncia uma reducdo na heterozigosidade
observada, resultando em altos valores de fixacdo de alelos. Portanto,
este elevado indice de fixagdo encontrado pode ndo ser completamente
devido ao sistema reprodutivo ou a cruzamento entre parentes e sim,
parte dele, artefato devido ao efeito Wahlund. Indicios de atuagdo deste
efeito neste trabalho podem ser denotados ao observar os indices de
fixacdo em cada loco (Tabela 7). Nos juvenis o indice de fixacdo indica
endogamia, visto que todos os locos apresentam valores positivos, altos
e significativos. Ao passo que, 0 mesmo ndo é observado nos adultos,
onde ha grande variacdo entre os locos, ou seja, alguns locos apresentam
valores positivos sugerindo endogamia e outros valores negativos
sugerindo selecdo a favor de heterozigotos. O cruzamento entre
parentes, a Unica provavel fonte de endogamia em espécies didicas
como Araucaria é esperado afetar todos os locos de forma semelhante,
ou seja, aumentando a homozigose para alelos idénticos por
descendéncia. Em suma, estes resultados sugerem que o valor médio
positivo observado nos adultos, parte tem como fonte o efeito Wahlund
e 0 positivo nos juvenis tem como fonte apenas o cruzamento entre
parentes e trata-se de endogamia. O indice de fixacdo intra-populacional
pode ser corrigido pela eliminacdo do efeito Wahlund, utilizando uma

relacdo entre estatisticas F: F=1- Il— pr)/(l—exy)_ (Bittencourt
& Sebbenn, 2007), em que, Fp ¢ o indice de fixacdo estimado nos

adultos e ny é o coeficiente de coancestria médio da primeira classe de

distancia, estimado da analise de estrutura genética espacial.
Substituindo estes valores na expressdo

(F =1- |-0,093)/(1-0,0119) =0,082), conclui-se que os

individuos adultos possuem endogamia, porém menor do que havia sido
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encontrado antes de se descontar o efeito Wahlund (F=0,096). Esta
endogamia é fruto de cruzamento entre parentes e como a endogamia
em uma geracdo ¢ igual ao coeficiente de coancestria entre 0s parentais
cruzados, ela poderia ser explicada pelo cruzamento entre individuos
primos de primeiro grau e meios-irm&os. Portanto, os valores de F foram
significativamente maiores nos juvenis do que nos adultos.

Estes resultados confirmam a hipétese inicial deste trabalho. A
hipotese era de que os juvenis possuissem indice de diversidade genética
(He) menor e de fixacdo (F) maior do que os da geragdo parental.
Conforme a questao histdrica de que os adultos foram formados em uma
condicdo onde quase ndo havia fragmentagdo nem superexploragdo e o0s
juvenis foram formados apos estes disturbios. Este resultado esperado
também foi encontrado para outras espécies de planta. Silva et al. (2010)
avaliaram 127 individuos adultos e 450 sementes de Theobroma cacao
na Amazbnia, utilizando oito locos SSR, encontraram indice de
diversidade genética significativamente maior nos adultos do que nas
sementes e indicativo de endogamia apenas nas sementes. Kettle et al.
(2007) caracterizaram na Nova Caled6nia duas coortes (adultos e
juvenis) de Araucaria nemorosa, utilizando sete locos SSR, em seis
populagdes. Segundo os autores, a coorte juvenil apresentou maiores
niveis de endogamia e menores niveis de diversidade genética em
relagdo aos adultos. Outros trabalhos encontraram diferenca apenas no
indice de fixacdo. Bittencourt & Sebbenn (2009) comparam adultos e
progénie de A. angustifolia em populagdes naturais no estado do Paran4,
utilizando oito locos SSR. Os autores ndo encontraram diferenca
significativa para o indice de diversidade genética entre as coortes,
porém encontraram indice de fixacao significativo apenas em progénies.
Gaino et al. (2010), utilizando cinco locos microssatélites, com uma
amostra de 467 adultos, 149 juvenis e 514 sementes, também néo
encontraram significativa diferenca no indice de diversidade genética
entre estadios ontogénicos de Myracrodruon urundeuva. Contudo
detectaram diferenca no indice de fixagdo, sendo este mais baixo nos
adultos do que nos juvenis e nas sementes. E, finalmente, para Euterpe
edulis (em quatro populagfes em SC), Conte et al. (2008) encontraram,
utilizando 10 locos SSR, indice de fixagdo significativamente diferente
de zero apenas para o0 estadio plantulas. Para jovens e adultos o indice de
fixagdo ndo foi significativamente diferente de zero.

Todavia, alguns trabalhos da literatura que compararam 0s
indices de diversidade e de fixacdo entre estddios ontogénicos nédo
encontraram diferenca significativa. Nakanishi et al. (2008) genotiparam
111 individuos adultos e 247 juvenis de Quercus salicina no Japéo



59

utilizando 10 locos SSR. Neste trabalho néo foi encontrado indicativo de
endogamia em nenhuma das coortes estudadas e o H, foi similar em
ambos os estadios ontogénicos. Hardesty et al. (2005) caracterizaram
geneticamente trés coortes (adultos, juvenis e plantulas) de Simarouba
amara em Barro Colorado, Panam4, em um total de 300 individuos,
utilizando cinco locos microssatélites, ndo foi encontrada diferenca
significativa no indice de fixacdo tampouco no indice de diversidade
genética entre as coortes. Ferreira et al. (submetido) também avaliaram a
diversidade genética em diferentes coortes para A. angustifolia, em Trés
Barras — SC. Utilizando isoenzimas como marcador genético. Os autores
ndo encontraram diferencas nos indices de diversidade genética e indice
de fixagdo entre adultos, juvenis e progénies. Conte et al. (2003)
também nédo encontraram diferenga nos indices de diversidade e fixacao
entre cinco estadios ontogénicos caracterizados (com isoenzimas) para
Euterpe edulis em Santa Catarina. Algumas hipoteses sdo levantadas a
respeito disto, como por exemplo, para efeitos genéticos apenas uma
geracgao é muito pouco para gque sejam denotados tais efeitos de perda de
diversidade e aumento da endogamia. Isto pode ser explicado pela
deriva genética. Quanto mais geragdes se passam, devido ao processo
natural de amostragem do conjunto génico durante a reproducdo, maior
sera a perda de diversidade genética. Fato este que se torna ainda mais
relevante no que se refere a Araucaria, espécie longeva e que além de ter
poucas geracdes apds 0s processos de fragmentacdo e superexploracéo,
segundo Klein & Reitz (1966), tem uma histdria natural de colonizacdo
peculiar, conquistando novas areas e depois sendo gradativamente
substituida por outras espécies climacicas. Tal processo é sintetizado
pelos autores como Invasdo, Maturacdo e Substituicdo. O que sugere
ocorrer naturalmente um efeito fundador nas populacdes da espécie. As
consequéncias da colonizacdo de habitats vazios (pela dispersdo de
sementes e imigracdo de polen) ou para populacdes ja estabelecidas sdo
diferentes. No primeiro caso pode ocorrer uma alteracdo da estrutura
genética espacial da espécie, com a formagdo de colénias, conduzindo
muitas vezes a um aumento da heterogeneidade e das diferencas nas
frequéncias alélicas entre populacdes. No segundo caso, € o nivel de
varia¢do dentro da populacdo tende a aumentar e a diferenca genética
entre as populagBes tendem a diminuir (Martins, 1987). Portanto, ao
detectar os efeitos genéticos da degradacdo ambiental no presente
trabalho e conforme estas consideracGes, a tendéncia, com o passar do
tempo é que as proximas geracOes apresentem estes efeitos ainda mais
acentuados.



60

Outra questdo a ser discutida é o tamanho da populacdo antes e
apos o disturbio. Quanto maior a reducdo, mais provavel que os efeitos
de perda de diversidade genética por deriva genética e aumento da
endogamia (devido a maior chance de cruzamento entre aparentados)
sejam deflagrados, é o chamado efeito gargalo da garrafa (Ricklefs,
2003; Hartl & Clark, 2010). Além do tamanho da populacdo, o grau de
isolamento é outro fator, ja que havendo fluxo génico, uma pequena
populacgdo pode funcionar como um componente de uma metapopulacéo
com as demais em volta (Thrall et al., 2000), ndo refletindo de imediato
os efeitos da fragmentacéo e da superexploracdo. Contudo, ao contrario
disto, em uma populacédo isolada ao sofrer os distlrbios, é esperado que
apresente os efeitos de deriva e endogamia mais acentuados.

Ademais as populagfes tém relagdes dindmicas evolutivas com
seus ambientes, particularmente com os componentes bioldgicos
(competidores, predadores e patdgenos) que estdo também evoluindo em
resposta a outros organismos. Portanto, as interagdes entre as diferentes
espécies podem exercer efeitos tanto na demografia quanto na genética
de populacdes, influenciando a evolucdo e a dindmica populacional das
espécies (Ricklefs, 2003).

Finalmente, ha de se considerar que além do cddigo genético,
h& um longo percurso em nivel de ambiente e até mesmo relacionado a
questdes do desenvolvimento embriolégico e epigenéticos que definem
as caracteristicas dos individuos. Além do que, pouco se sabe sobre as
questdes de adaptacdo, sobrevivéncia, estabelecimento, selecdo entre
outros (Wolpert, 2000). Devido a isto, ha de se ressaltar a importancia
de que apenas os dados genéticos e principalmente de apenas uma
geracdo sdo insuficientes para atestar que a espécie encontra-se em bom
estado de conservacdo e garantir persisténcia da populacdo em longo
prazo.

Estrutura genética espacial intrapopulacional

A estrutura genética espacial foi significativa até a distancia
aproximada de 20 m nos adultos e nos juvenis (Figura 7), sugerindo que
arvores que ocorrem distantes entre si até esta distancia possam ser
parentes. O coeficiente de coancestria estimado na primeira classe para
os adultos foi de 0,0119 e para os juvenis de 0,0477. Esta estrutura
genética espacial pode ser causada pela dispersdo de sementes proximas
a &rvore materna ou devido a curta dispersao de pdlen.



61

a) Adultos

0.015 - y = -0.0008x + 0.0061
R?=0.3121

0.010 A

0.005 A

0.000

Coancestria

-0.005 -
-0.010 A

-0.015 -
Distancias (m)

b) Juvenis

0.060 - y =-0.0036x + 0.0348

0.050 - R? = 0.5563
0.040 -

0.030 A
0.020 -
0.010 -+

0.000
00104 107720 30 40 5 60 70 8 90 100

Coancestria

-0.020 -
Distancias (m)

Figura 7. Estrutura genética espacial nos individuos adultos e nos
juvenis de Araucaria angustifolia na RGF de Cacador. A linha continua
refere-se a estimativa do coeficiente de coancestria médio e as linhas
pontilhadas referem-se a estimativa do intervalo de confianga do erro a
95% de probabilidade da hipé6tese de auséncia de estrutura genética

espacial (Ho: 6,, =0).
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A analise da estrutura genética espacial evidencia a presenca de
uma estruturacdo dos genétipos dentro da populacdo ndo tio expressiva
(o que é esperado para espécies didicas), no entanto, diferente de uma
completa distribuicdo panmitica. Estruturacdo também foi encontrada
em outros trabalhos com esta espécie, Mantovani et al. (2006)
encontraram estrutura genética até 70 m para uma populacéo natural em
Campos do Jorddao com isoenzimas. Patreze & Tsai (2010), para a
mesma area em Campos do Jorddo encontraram estrutura genética até 25
m com marcadores microssatélites. Bittencourt & Sebbenn (2008)
estudando uma populacdo de A. angustifolia também com
microssatélites encontraram uma distdncia com autocorrelagdo
significativa em torno de 75 metros para a espécie no Parana.

Autocorrelagdes positivas e significativas encontradas neste
estudo, nas primeiras classes de distancia, indicam que as plantas, dentro
destes limites (até 20 m), compartilham alelos comuns com frequéncia
maior que ao acaso, mostrando uma tendéncia de que os individuos mais
préximos sejam aparentados. Segundo Sebbenn (2006), as populagdes
de espécies arboreas sdo muitas vezes estruturadas em familia, formando
subpopulagdes. A medida que aumenta a distancia entre os individuos,
os valores de autocorrelacdo ndo foram significativos, ou seja 0s
gendtipos estdo distribuidos aleatoriamente no espaco.

Esta similaridade genética entre os individuos mais préximos
pode ser um resultado da polinizacido anemofilica, onde individuos mais
préximos tendem a receber um maior volume de pdlen. Além disso, a
dispersdo primaria de sementes da Araucaria ocorre por barocoria,
favorecendo o estabelecimento de plantulas ao redor da planta-mée. Fato
este corroborado por Moraes et al. (2004) quando afirmam gque uma das
possiveis causas da existéncia de estruturacdo a curtas distancias é a
dispersdo de diasporos por gravidade sob a planta-mde gerando um
recrutamento de individuos aparentados a curta distancia.

A possibilidade de cruzamentos entre individuos aparentados
também pode contribuir para a existéncia desta maior semelhanca entre
os individuos mais proximos e formacgdo de estrutura familiar nesta
populagdo. Bem como, a sobreposicdo de geracGes também pode estar
contribuindo para tal fato, ja que A.angustifolia é uma espécie longeva,
ha possibilidade de individuos que se estabeleceram perto da planta-méae
cruzarem com sua genitora ou outros parentes proximos.
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Dispersao génica historica

O coeficiente médio de coancestria (Qxy ) para todos os pares de
adultos dentro da primneira classe de distancia (0-20 m) foi baixo
(ny =0,00119) e menor do que o observado nos juvenis para a classe de

dsitancia entre 0 e 10 m ((9Xy =0,0477) (Tabela 8). A inclinacdo da linha

de regressdo b, dos pares de coancestria sobre o logaritmo da distancia

espacial (0-100 m) foi significativamente negativa para ambos adultos e
juvenis (Tabela 8), confirmando a presenca de isolamento por distancia.

A intensidade da estrutura genética espacial, medida pela estatistiva S o

foi menor nos adultos (S, =0,00263) do que nos juvenis (S , =0,01397).

A estimativa da distancia de dispersdo génica historica, baseada
no restrito b, (0-100 m) produziu um tamanho de vizinhanca nos
adultos de 371 individuos (variando de 131 individuos a infinito) em
uma distancia meédia de dispersio de 140 m (o), assumindo

D, =D/2 e 312 massumindo D, = D/10. Nos juvenis, o tamanho
da vizinhanca foi estimado em 73 individuos (variando de 49 a 136)
para uma distancia media de dispersdo de 61 m (o), assumindo

D, =D/2 e 137 massumindo D, = D/10.
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Tabela 8. Estimativas de parametros da estrutura genética espacial para adultos e juvenis de Araucaria angustifolia.

Amostra 0, b, (0-160) S, (SE) Nb (SE) o, SE (m) o, SE (m)
(D,=D/2) (D, =D/10)

Adultos  0,00119*  -0,0026*  0,00263 (0,00249) 381 (131-o0) 140 (82-0) 312 (190- 0)
Juvenis  0,0477*  -0,0133**  0,01397 (0,00330) 73 (49-136) 61 (50-84) 137 (112-187)

6, , é o coeficiente de coancestria na primeira classe de distancia; b, , é a inclinacéo da linha de represséo do valor do
coeficiente de coancestria sobre o logaritmo da distancia especial entre individuos na distancia entre 0 a 100 m; S b

¢ a estatistica que mede a extensdo da estrutura genética espacial na primeira classe de distancia (0 a 20 m nos adultos
e 0 a 10 m nos juvenis); Nb é o tamanho da vizinhanca; o, € a distancia historica de dispersao génica para duas

estimativas de densidade efetiva (D, = D/2 e D, = D/10); * P<0,05; ** P<0,01.
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Poder de excluséo

A probabilidade de exclusdo em um teste de parentesco indica o
poder de um loco ou um conjunto de locos de excluir um individuo
erroneamente determinado como parental. A probabilidade de exclusao
de parentesco tende a aumentar com o aumento do nimero de locos
analisados. O poder de ndo exclusdo deste trabalho foi de 0,00002 (para
0 par de pais), ou seja, 0 conjunto dos nove locos analisados apresentou
um poder de exclusdo de 0,99998. Este resultado encontrado mostra que
os locos microssatélites utilizados neste estudo permitem estimativas
estatisticamente precisas de vinculo genético entre os individuos, com
alto poder informativo para discriminacdo individual o que possibilita
andlises confidveis de parentesco (Weir, 1996; Pena, 2009). Demais
estudos com A. angustifolia obtiveram poder de exclusdo para o
segundo parente (quando se conhece o genétipo de um parental) de
0,9999 na combinagdo de nove locos microssatélites (Schmidt, 2005).
Patreze & Tsai (2010) obtiveram um poder de exclusdo de 0,975 em seis
locos microssatélites e Bittencourt & Sebbenn (2008) obtiveram 0,988
em oito locos SSR. Trabalhos com outras espécies de plantas
apresentaram poder de exclusdo para o par de parentes de 0,993 para a
espécie Myracrodruon urundeuva utilizando cinco locos SSR (Gaino et
al., 2010) e 0,995 utilizando 10 locos SSR para a espécie Quercus
salicina (Nakanishi et al., 2008). Comparando os resultados destes
trabalhos com o poder de exclusdo do presente estudo, verifica-se que
aqui o poder é superior e pode-se esperar maior precisdo nas analises de
parentesco.

Como o tedrico poder de ndo exclusdo foi baixo, a estimativa de
fluxo génico critico foi igualmente baixa, 0,0057, ou seja, a
probabilidade de ter erroneamente determinado um parental materno ou
paterno dentro da parcela, quando na verdade o verdadeiro parental
estava fora, foi menor do que 1%. Este resultado confirma que a bateria
de nove locos utilizados no presente estudo é adequada para analise de
parentesco, visto que cada adulto apresenta um genotipo multiloco
dnico.

Dispersao realizada de sementes e pdlen

Dois dos 223 juvenis amostrados foram excluidos da andlise
porque foram genotipados para menos de trés locos. Dos 221 juvenis
amostrados, foi encontrado o parental materno de quase todos (95%),
indicando uma baixa taxa de imigracdo de sementes na parcela em
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estudo (Mg, =5%; Tabela 9). No caso dos sub-adultos, o parental

materno foi encontrado para 52 (91%) dos 57 individuos amostrados,
indicando uma taxa de imigracdo de sementes de 9%. Ja o parental
paterno foi encontrado para 208 dos 221 juvenis, 0 que indica uma taxa

de imigracdo de pélen (mpélen) de 5,9% (Tabela 9). Para sub-adultos o

parental paterno foi encontrado para 49 dos 57 individuos, o que indica
uma taxa de imigracdo de pdlen de 14% (Tabela 9). Estas taxas de
imigracdo tanto de p6len quanto de sementes podem ter trés origens: i)
podem ser atribuidas a pélen e sementes advindo de arvores localizadas
fora da parcela; ii) podem ter origem em arvores atualmente mortas e,
que portanto, ndo foram genotipadas neste estudo, mas que quando
vivas, foram os parentais maternos ou paternos dos respectivos juvenis e
sub-adultos; iii) Pode ainda, ser advindo de arvores que foram cortadas
no passado, visto que a area tem um histérico de corte seletivo.

Bittencourt & Sebbenn (2007) caracterizaram uma populacéo e
um pequeno grupo de arvores de Araucéria isoladas na paisagem, no
estado do Parana. Foram caracterizados individuos adultos, jovens,
plantulas e sementes. Com a andlise de parentesco, 0s autores
conseguiram encontrar todas as mées dentro do fragmento florestal de
54 ha, sugerindo a auséncia de imigracdo de sementes. Porém
encontraram taxa de imigracdo de polen de 10% advinda do grupo
isolado e, além disto, 6% das sementes estudadas foram polinizadas por
pélen advindo de fora destas duas areas estudadas. Estes resultados,
juntamente com o do presente estudo, sugerem que na espécie a
dispersdo de sementes é mais limitada do que a de poélen.

Os 210 juvenis que tiveram a mae determinada dentro da
parcela foram gerados aparentemente por 98 (80%) das 123 arvores
femininas da populacdo. Trinta e quatro destas 98 arvores femininas
foram responsaveis pela producdo de 58% dos juvenis. J& 0s 52 sub-
adultos foram gerados por 34 (42%) das 80 arvores femininas com
DAP>50 cm. Apenas quatorze, destas 34 arvores femininas, foram
responsaveis pela producdo de 71% dos sub-adultos. Estes resultados
evidenciam a variacdo individual na fertilidade feminina. Além disso, 0s
208 juvenis que o parental paterno foi determinado dentro da parcela,
foram gerados por 107 (76%) das 141 arvores masculinas da populacéo.
Trinta destas 107 arvores masculinas foram responsaveis pela producédo
de 50% dos juvenis. Ja os 49 sub-adultos foram gerados por 39 (51%)
das 76 arvores masculinas com DAP>50 cm, sendo que apenas doze
destas 39 &rvores masculinas foram responsaveis pela producéo de 77%
dos sub-adultos. Isso sugere que também existe varia¢do individual na
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fertilidade masculina, bem como, sugere que ocorreu deriva genética
durante o processo de reprodugdo, visto que nem todas as plantas em
fase reprodutiva efetivamente deixaram descendentes. Mantovani et al.
(2006a) estudaram a fenologia reprodutiva de uma populacdo de
Araucaria em Campos do Jorddo, Sdo Paulo, durante dois anos e
observaram que arvores masculinas e femininas florescem
aparentemente em sincronismo, mas a fenologia de arvores masculinas
mostrou variagdes individuais no tempo e na intensidade, e algumas
arvores produziram mais estrobilos que outras, indicando que algumas
produzem mais pélen que outras.

Em uma populacéo idealizada, cada individuo reprodutivo tem
igual chance de deixar descendentes para a préxima geragdo, fenémeno
este conhecido como panmixia. Contudo, 0 pressuposto de que cada
individuo tenha a mesma distribuicdo para o tamanho da prole €
normalmente pouco realista, porque, em organismos reais, os individuos
reprodutivos podem apresentar uma grande diferenca no tamanho de sua
prole, devido a fatores genéticos e aleatérios, como predacéo,
mortalidade, etc. Uma variancia grande no nimero de descendentes
reduz o tamanho populacional efetivo, acelerando assim o processo de
deriva genética (Hartl & Clark, 2010). Este fato, mesmo sendo um
mecanismo natural, pode representar um agravante na situacdo de risco
de extingdo da espécie.

Para verificar se a fertilidade das arvores maternas e paternas ou
capacidade de gerar mais descendentes estava associada ao seu DAP,
aplicou-se uma analise de correlacdo. Esta correlacdo entre o DAP das
arvores maternas e 0 seu respectivo nimero de filhos ndo foi
significativa para juvenis (R?=0,0012, P>0,05) e tampouco para sub-
adultos (R?=0,0295, P>0,05), sugerindo que o niimero de filhos gerados
por uma arvore materna ndo esta associado ao tamanho do seu DAP.
Igualmente, esta correlacdo entre 0 DAP das arvores paternas e o seu
respectivo niimero de filhos para ambos juvenis (R°=0,001, P>0,05) e
sub-adultos (R?=0,0014, P>0,05) também ndo foi significativa,
sugerindo que o numero de filhos gerados por uma arvore masculina ndo
esta associado ao tamanho do DAP. Esta auséncia de associagao entre 0s
maiores DAPs, supostamente arvores mais velhas, tanto femininas
quanto masculinas, com o maior nimero de descendentes deixados,
pode ser explicada pelo fato de que a maioria dos organismos de vida
longa experimenta um aumento gradual na mortalidade e um declinio da
fecundidade como resultado da deterioracdo das fungdes metabdlicas,
fendmeno conhecido como senescéncia (Ricklefs, 2003).
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Distancia de dispersao de pdlen e sementes

A distancia realizada de dispersdo de polen foi medida nos
juvenis (Tabela 9 e Figura 8) através da distancia entre as arvores
determinadas como maternas e as determinadas como paternas. Esta
distancia variou entre 5 e 343 m, com média de 134 m, e 50% do pdlen
sendo disperso até 124 m (mediana), 77% até 200 m e 93% até 250 m.

Para os sub-adultos, a distancia realizada de dispersao de pélen
(Figura 8a, Tabela 9) variou entre 27 e 291 m, com média de 136 m, e
50% do pdlen sendo disperso até 130 m e 84% até 200 m e 96% até 250
m. Existe uma significativa e negativa correlacdo entre o nimero de
juvenis (r =-0,64, P <0,05) e sub-adultos (r =—0,49, P <0,05)
e a distdncia entre 0s seus respectivos parentais maternos e paternos
(Figura 8), o que sugere que 0s cruzamentos tendem a ocorrer mais
frequentemente entre arvores proximas do que arvores localizadas
espacialmente distantes.
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Tabela 9. Disperséo de pélen e sementes medida nos juvenis e sub-adultos de Araucaria angustifolia na
Reserva Genética Florestal de Cagador - SC.

Dispersao Distancia de dispersao (m)
Amostra N Dentro Fora Média Mediana  Min/Ma
X
Pélen-juvenis 221 94,1% (208) 5,9% (13) 134 +76 124 5/343
Pdlen-sub-adultos 57 86% (49) 14% (8) 136 + 66 131 27/291
Sementes-Juvenis 221 95% (210) 5% (11) 131+83 133 6/318
Sementes-Sub-adultos 57 91,2% (52) 8,8% (5) 135 + 86 117 9/334

Min/Max: Minima e maxima distancia de dispersao.
N é o tamanho da amostra, (média + desvio padrao).
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Os trabalhos na literatura com espécies polinizadas pelo vento
trazem evidéncias diretas de altos niveis de polinizacdo a grandes
distdncias e grandes taxas de imigracdo. Dow & Ashley (1998)
estudaram uma populacdo de Quercus macrocarpa, nos Estados Unidos,
utilizando quatro locos SSR. A taxa de imigracdo de pélen foi estimada
em 57% e a distancia minima de disperséo de poélen foi de 100 m. Ao
avaliar trés populacBes de Fraxinus excelsior, com cinco locos SSR,
Bacles et al. (2008) encontraram uma taxa de imigragéo de 43 a 68% de
polen. A area de estudo foi de aproximadamente 300 ha e a maior parte
(85%) das distancias de dispersdo de pélen encontradas ocorreu até 100
m, porém foi detectado até 2009 m de fluxo de pdlen. Contudo, vale
ressaltar que estes trabalhos tratam de fluxo génico efetivo, analisando
apenas as sementes. Gaino et al. (2010), utilizando cinco locos
microssatélites, estudou o fluxo génico realizado em Myracrodruon
urundeuva, num fragmento de 436 ha em Sdo Paulo. Esta espécie
também é didica e pode ser polinizada além do vento, por abelhas. Os
autores encontraram distancias de dispersao de pélen de 2,9 até 863 m e
a taxa de imigracg&o foi de 2,7%.

Para Araucaria, Bittencourt & Sebbenn (2007) estudaram duas
populagdes no Parana, distantes a 1,7 Km. Os autores caracterizaram
individuos adultos, jovens, plantulas e sementes. Foi encontrada
distancia de polinizagdo de até 2006 m. A longa distancia de disperséo
de polen encontrada por estes autores pode ser devido a alta intensidade
de vento e auséncia de barreiras entre as populagdes estudadas, ja que se
tratava de uma paisagem com uma matriz agricola. Estes mesmos
autores estudaram também uma populacao de Araucaria em uma floresta
continua no Parana. Eles genotiparam 108 individuos adultos e 190
sementes. Os autores encontraram taxa de imigracdo de polen de 54%,
sendo que a distancia média de polinizacdo foi de 102 m. Este estudo
sugere gque o pélen viaja a longas distancia chegando a 344 m, embora a
maior parte da dispersdo ocorreu a curtas distancias (Bittencourt &
Sebbenn, 2008).

Portanto, no geral, pode-se notar que na populacdo avaliada
foram obtidas menores taxas de imigracdo de pdlen e sementes, bem
como, menores distancias de dispersdo. Uma razao para a curta distancia
de dispersao de pdlen pode ser a baixa capacidade de flutuacéo do polen
devido ao seu peso. Além do que a tipica alta densidade nas Florestas de
Avraucéria pode criar barreiras para 0 movimento de pélen, limitando a
distancia de dispersdo de pdlen dentro da floresta (Sousa & Hattemer,
2003). Devido a isto, a liberacdo de pdlen pode ocorrer na forma de
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“nuvens” que caem a curtas distancias. Estas “nuvens” contribuem para
a estrutura genética espacial da espécie.

Ja a distancia realizada de dispersdo de sementes foi medida nos
juvenis através da distancia entre os juvenis e as arvores determinadas
como maternas. Esta distancia de dispersdo de sementes variou de 6 a
318 m, com média de 131 m (Tabela 9 e Figura 8) e para os sub-adultos
variou de 9 a 334 m, com média de 135 m. Cinquenta por cento das
sementes (mediana) foram dispersas até a distancia de 133 m nos
juvenis (Tabela 9), 76% até 200 m e 91% até 250 m. J& nos sub-adultos,
50% das sementes foram dispersas até a distancia de 117 m (Tabela 9),
84% até 200 m e 96% até 250 m. Detectou-se uma alta negativa e

significativa correlagdo entre o nimero de juvenis (r=-0,82,
P <0,01) e sub-adultos (r =-0,59, P <0,05) e a distancia da
arvore materna, confirmando que os filhos se regeneram
predominantemente nas vizinhangas na arvore materna. Este resultado
ajuda a explicar a estrutura genética espacial intra-populacional
observada nesta populacao.

A distdncia maxima de dispersdo tanto de pdlen quanto de
sementes encontrada neste trabalho pode ser atribuida também ao
tamanho da parcela. Possivelmente se fosse adotada uma parcela maior
na RGF, a distancia de disperséo encontrada poderia ser maior.
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determinada por andlise de parentesco nos juvenis e sub-adultos em
Araucaria angustifolia.
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Ao descrever a dispersdo de sementes da Araucaria, Reitz &

Klein (1966) afirmam que:

Motivados pelo tamanho e peso do pinhdo queremos crer que
os fendmenos naturais de vento e gravidade sdo 0s que menos
contribuem para a disseminagéo do Pinheiro Brasileiro. E nos
seres vivos, especialmente nas aves e nos roedores que vamos
encontrar os principais agentes da disseminagdo do pinhdo,
para nao falar no indio que tendo no pinhdo um grande
alimento, involuntariamente deixa cair, c& ou |4, um pinhéo.

Os autores afirmam ainda que entre as aves se sobressai a gralha
(cerca de seis espécies diferentes) e a familia dos Psitacideos. Entre os
mamiferos, destaque para os roedores (cutia, ratos, preas, ouricos, pacas
e quatis), todavia os macacos também desempenham o papel de
disseminadores do pinheiro. A éarea da Reserva Genética Florestal de
Cacador possui uma rica avifauna. Bem como, de acordo com um
relatério técnico de monitoramento de mamiferos da RGF de Cacador,
desenvolvido pela Embrapa (Tortato, 2009), todos estes mamiferos
citados por Reitz & Klein (1966), além de outros, ainda ocorrem na area
da Reserva nos dias de hoje. Denotando, mais uma vez, o grau de
conservagdo que possui esta area. A confirmacgdo da presenca da fauna
também permite algumas especulacdes em relacdo as distancias de
dispersdo medidas no presente estudo. Visto que, macacos, cutias, pacas
e quatis sdo animais que percorrem de médias a grandes distancias,
assim, provavelmente, sdo 0s responsaveis pelas maiores classes de
distancia de dispersdo encontradas.

Conforme o estudo de Bittencourt & Sebbenn (2007) a distancia
de dispersdo de sementes de Araucaria variou de 0,35 até 291 m sendo
que 47% ficaram dentro de um raio de 60 m ao redor da planta-mae.
Como forma de comparativo, a seguir serdo descritos resultados da
literatura de alguns trabalhos com plantas com dispersdo primaria por
barocoria. Nakanishi et al. (2008) estudaram a planta Quercus salicina
no Japdo. Utilizando 10 locos SSR os autores genotiparam 111
individuos adultos e 226 juvenis, caracterizando portanto, fluxo génico
realizado. A taxa de imigracdo de sementes foi estimada em 15% (fluxo
este advindo de fora da parcela de 11,56 ha), portanto a maior parte do
fluxo de sementes ocorre a curtas distancias. Além disso, Asuka et al.
(2005), com 11 locos SSR, também estudaram fluxo génico realizado
para Fagus crenata, uma planta mondica, avaliando 57 individuos
adultos e 702 juvenis. Segundo o0s autores a taxa de imigracdo foi de
21,9% para as duas parcelas de estudo. As distancias de dispersdo de
sementes foram estimadas em no maximo 20 ou 30 m da planta-mae.
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Estes resultados sugerem que a curta distancia de dispersdo encontrada
neste trabalho é esperada para espécies com dispersdo primaria por
gravidade.

Contudo, também a fim de comparar, a seguir serdo descritos
trabalhos com espécies zoocéricas. Sebbenn et al. (2011), com oito
locos SSR, caracterizaram a distancia de dispersdo de uma populagéo
isolada de Copaifera langsdorffii, avaliando todos os individuos de uma
area de 4,8 ha, sendo 112 adultos e 128 plantulas. Apesar de ser
zoocorica, as estimativas de distancia de dispersdo de sementes
encontradas foram baixas, variando de 1 a 170 m, sendo que
aproximadamente 50% das plantulas foram encontradas dentro de um
raio de 52 m da planta-méde e 82% dentro dos 100 m de raio. Além
disso, a andlise de parentesco revelou auséncia de imigracdo de
sementes. Os autores atribuem esta baixa taxa de imigracdo e a curta
distancia de dispersdo ao fato de que a populagdo esta isolada em uma
matriz composta de plantacdo de cana-de-aglcar e &rea urbana,
dificultando o deslocamento da fauna dispersora. O trabalho de Jordano
et al. (2007), ao estudar Prunus mahaleb, traz estimativas diretas de que
mamiferos e aves de médio e grande porte podem transportar grandes
guantidades de sementes e a grandes distancias (50% dos mamiferos
dispersaram a distancias maiores que 495 m, e 50% dos passaros
dispersaram a distancias maiores que 110 m), conectando populacdes
distantes. Em contraste, animais de pequeno porte tendem a depositar
sementes proximas a planta-mde (50% dispersaram a uma distancia
menor que 51 m da arvore-méae). Portanto, um declinio nas populacdes
dos animais dispersores pode representar um sério impacto no fluxo
génico de algumas espécies de arvores, principalmente no que se refere
a dispersdo a longas distancias, ficando as sementes restritas a locais
préximos a planta-mae.

Entretanto, ainda pouco se sabe sobre a nuance entre dispersao e
predacdo de sementes, sobretudo no que se refere a Araucaria, ja que
ndo possui fruto, ao ser ingerida, o embrido é automaticamente
destruido. Normalmente seus predadores sdo seus dispersores, 0s quais a
partir de um processo acidental de desperdicio ou proposital de reserva,
dispersam a semente. Um experimento de remocdo de pinhdo, no RS,
com sistema de carretel nas sementes mostrou que do total de sementes
utilizadas no estudo, 13 foram predadas no préprio local e 205 foram
removidas. Destas 205, seis foram perdidas, 180 foram predadas e
apenas 19 foram estocadas (Lamberts, 2003). O autor identificou trés
grupos de animais, as gralhas foram os dispersores de maiores
distancias. Os pequenos roedores chegaram a remover as sementes a
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uma distancia de até 26,7 m (com uma média de 4,7+0,42 m).
Entretanto, 99,3% das sementes removidas estavam predadas. J& as
cutias dispersaram a uma distancia de até 50 m (com média de
6,50£1,65). O percentual de predagdo por cutias foi de 67,7% e,
portanto, 32,3% foram estocadas, mostrando-se uma dispersora mais
eficiente do que os pequenos roedores. Neste sentido, lob (2007)
também avaliou a distancia de dispersdo do pinhdo. Das 320 sementes,
222 foram removidas a uma distdncia maxima de 30 m e média de
3,1445,05, contudo 213 sementes do total foram predadas. Estes
trabalhos trazem dados relevantes no que se refere a dispersdo de
pinhdo, embora sejam trabalhos de curto prazo, o ideal seria um maior
tempo de acompanhamento, visto que, como discutido anteriormente, a
Araucéria apresenta variac6es na fertilidade e produgéo de pinhdo. Além
do mais sdo trabalhos que tratam de fluxo génico efetivo e ndo
realizado.

Técnicas moleculares como a analise de parentesco sdo estudos
refinados no que diz respeito a célculo de distancia tanto de dispersdo
quanto de polinizagcdo, muito mais do que métodos indiretos de
observacdo e vestigios de fauna, porém estes sdo importantes para
identificar quais sdo os agentes dispersores. O ideal é a combinagédo
destas técnicas para ajudar a responder estas questdes relacionadas aos
eventos de dispersdo (Jordano et al., 2007). Maiores estudos neste
sentido sdo relevantes, pois, a medida em que se cerca cada vez mais a
auto-ecologia da Araucaria, mais fundamentos serdo construidos para
melhor desenvolver estratégias de conservacao da espécie.
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6. SINTESE DOS RESULTADOS

As arvores adultas encontram-se aleatoriamente distribuidas dentro
da parcela, enquanto os juvenis apresentam distribuicdo agregada;
Os nove locos utilizados neste estudo encontram-se em equilibrio de
ligacéo;

A populacdo apresentou alta diversidade genética e alto indice de
fixacdo;

Os niveis de diversidade genética foram diferentes entre os estadios
ontogénicos, sendo maior nos adultos do que nos juvenis;

A endogamia também diferiu entre as coortes estudadas e foi
substancialmente maior nos juvenis do que nos individuos adultos;
Existe estrutura genética espacial em ambos os estadios
ontogénicos, adultos e juvenis;

O conjunto dos nove locos microssatélites utilizados neste trabalho
permitiu as andlises de parentesco com precisdo devido ao alto
poder de exclusdo;

O numero de descendentes deixados foi variavel tanto para as
fémeas quanto para os machos;

N&o existe associacdo entre 0 numero de descendentes deixados
com o DAP das arvores parentais;

A andlise de parentesco indicou que a grande maioria dos parentais
estd dentro da parcela, revelando uma baixa taxa de imigracéo de
sementes e de polen;

Este estudo também revelou uma distancia realizada de disperséo de
sementes e pélen restrita.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Um feito importante deste trabalho foi detectar os efeitos
genéticos da superexploracdo e da fragmentacdo. J& que, os individuos
adultos caracterizados geneticamente refletiram uma condicéo histérica
de menor pressdo antropica. No entanto, caracterizar a diversidade
genética dos individuos jovens permitiu medir o resultado da pressao
ecoldgica que a populacdo vem sofrendo, avaliando o que esta sendo
passado geneticamente para as geracGes mais recentes e revelando uma
condigdo atual e potencial de estado de conservacdo da populacéo. Isto
evidencia ainda mais a necessidade de se estabelecer estratégias mais
eficientes de conservagdo e manejo da Araucéaria. Entretanto, o fato de
esta populacdo se comportar deste modo, ndo implica que todas as
populacdes de Araucaria se comportem do mesmo modo - a
caracteristica desta populacdo pode ser particular de um tipo de
microhabitat, microclima, topografia e até mesmo do tipo de fauna
existente na regido da Reserva Genética Florestal de Cacador.

Estes resultados de efeitos genéticos da fragmentacdo e
superexploragdo sofridos pela Araucaria mostram a tendéncia da perda
de diversidade genética em uma populacdo continua e considerada em
bom estado de conservagdo. Esta tendéncia é ainda mais esperada para
remanescentes isolados e com maior histérico de exploracdo. Né&o
obstante, este estudo sugere que trabalhos que caracterizam a
diversidade genética somente de individuos adultos podem estar
subestimando o risco de extingdo e superestimando o estado de
conservagao das populagdes.

Esta populagdo é indicada para coleta de sementes ja que
apresentou altos indices de diversidade genética e baixa endogamia nos
adultos. Contudo por apresentar estrutura genética espacial, sugere-se
que as sementes ndo sejam coletadas aleatoriamente na populagdo, mas
sim evitando-se distancias menores do que 20 m entre uma arvore e
outra.

O fato desta populacdo, considerada em bom estado de
conservagdo, revelar um baixo fluxo génico (baixa taxa de imigragéo e
maior parte da dispersdo a curtas distancias) demonstra a importancia
em se ter um continuum florestal para que a espécie siga a sua dinamica
natural dos processos reprodutivos principalmente no que se refere aos
processos de heranca genética. E com isso revela que em populacdes
isoladas (cenario atual da Floresta Ombrofila Mista) a tendéncia é que
sejam mais intensos os efeitos do gargalo genético (maior atuacdo dos
efeitos da deriva e da endogamia). Estes padrdes de distribuicdo
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geogréfica e de variabilidade, que refletem a dindmica dos genes tanto
dentro como entre populagdes, tém que ser considerados na definigcdo e
no manejo de areas de conservacdo. Além do mais, a Araucaria
apresenta estrutura genética espacial, encontrada neste e demais
trabalhos citados anteriormente. Desse modo é importante que
estratégias que promovam a conectividade sejam implantadas nos
remanescentes de Floresta Ombréfila Mista. Através da conectividade, o
fluxo génico pode contrapor os efeitos da deriva genética e da
endogamia. Haja vista que, populacdes com altos niveis de endogamia e
deriva genética podem sofrer aumento da depressdo endogamica, perda
de diversidade genética e maiores probabilidades de fixacdo de alelos
deletérios e, com isso, apresentarem um incremento na taxa de extingao
(Frankham, 2005). Entretanto, embora estejam disponiveis cada vez
mais informagdes consistentes sobre o nivel de variabilidade genética e
fluxo génico em populacBes naturais, ainda hé necessidade de maiores
investigacbes em relacdo a diversas questdes como: adaptagio,
sobrevivéncia, estabelecimento, selecdo entre outros. Estes estudos séo
importantes para a compreensdo dos processos a que as populacdes
naturais estdo submetidas.

Finalmente, a Araucaria angustifolia é a espécie-chave da
formacdo Florestal Ombrofila Mista, além do mais, tem um forte
significado cultural. Por ser uma espécie-chave, conservar a Araucéria
resulta em conservar varias espécies associadas tanto da flora quanto da
fauna que depende dela para se alimentar. Ao passo que, 0 inverso
também é essencial, conservar espécies associadas principalmente no
que se refere a fauna dispersora é de fundamental importancia para a
manutencdo da A. angustifolia. Esta complexidade revela a importancia
da integracdo de diversos tipos de estudos a fim de fundamentar
estratégias que reflitam num sistema como um todo e ndo em atitudes
isoladas de conservagdo. Portanto, espera-se que o0s resultados
encontrados aqui contribuam na fundamentacdo de a¢Ges de manejo, de
programas de restauracdo de areas degradadas, na implantacdo de
corredores ecoldgicos, na definicdo de tamanhos minimos de reservas,
entre outras estratégias para a conservacdo da Araucdria e sua formagdo
florestal.
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Eletroferogramas demonstrando inferéncias de tamanhos de alelos (pb)
nos nove locos microssatélites (Aang01, Ag20, Ag23, Ag45, Ags6,
Ag62, Ag94, CRCAL e CRCAZ2, respectivamente) em individuos de
Araucaria angustifolia gerados pelo programa Fragment Profiler. O eixo
vertical indica a intensidade de fluorescéncia mensurada pelo
sequenciador de DNA (MegaBACE 1000).



