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Resumo

Este trabalho teve por objetivo avaliar a divergéncia genética en-
tre subpopulagdes de Arancaria angustifolia por marcadores isoenzimiticos.
Foram amostradas drvores em Irati, PR e Cagador, SC e, para cada drvore,
foram avaliados seis locus e observados os alelos do endosperma e dos em-
brides (homozigotos e heterozigotos). Os resultados foram explorados
por técnicas multivariadas de Anilise de Agrupamento em que as seme-
lhangas entre as unidades experimentais foram obtidas pelas medidas
Euclidiana e Manhattan. Os métodos de ligagao usados na construgao dos
grupos foram: Ward, Vizinho Mais Préximo e Ligagio Média. Observou-se
a menor divergéncia genética entre as amostras das subpopulacées de Flo-
resta Intocada e Floresta Explorada em Irati, e Capio 3 e Capio 4 em Ca-
cador. A Floresta Plantada em Irati e as subpopulacées de Capio 1 e Capio
2 em Cagador foram as regides mais criticas para conservagao.
Palavras-chave: mapeamento genético, marcadores isoenzimdticos, anali-
se de agrupamento, Araucaria angustifolia.

Abstract

This work has as objective to determine the genetic divergence
between local populations of Araucaria angustifolia by isozyme markers.
For this, trees in Irati, PR and Cacador, SC were sampled, for each tree six
locus were evaluated and observed the alleles of endosperm and embryos
(homozygous and heterozygous). The results were explored by multivariate
techniques as Analysis of Group where the similarities between the experi-
mental units were obtained by the measures Euclidian and Manhattan. The
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linkage methods used to perform the groups were: Ward, Next
Neighborhood and Average Linkage. It was observed the smallest genetic
divergence between local population samples of Pristine Forest and Logged
Forest in Irati, even as Capio 3 and Capao 4 in Cagador. The Planted Forest
in Irati and the local populations of Capio 1 and Capio 2 in Cacador were
the most critical regions observed for conservation.

Keywords: genetic mapping, isozyme markers, analysis of grouping,
Araucaria angustifolia.

1. Introducao

Muitas comunidades biolégicas, que se desenvolveram ao longo
de milhares de anos, agora estdo sendo devastadas pela acio antrépica. Com
isso, muitas espécies estio sob o risco de extingio. Nos habitats naturais,
preservados como reservas naturais ou parques nacionais, sio necessarios
cuidados especiais para prevenir a extingio das espécies remanescentes, pois a
conservagio “in situ” permite a continuidade da evolugio natural das espécies.

Diante desse contexto, surgiu a biologia da conservacio, a qual
investiga os impactos negativos das atividades humanas sobre os
ecossistemas e desenvolve priticas que previnem a extingdo de espécies re-
integrando-as, quando possivel, a ecossistemas funcionais. No Brasil, as
florestas naturais tém sido foco da biologia da conservagio devido a sua
riqueza de espécies, complexas estruturas de organizagao em comunidades
e ameagas constantes aos seus ecossistemas.

A necessidade de se conservar os remanescentes florestais é ur-
gente. Para que esse procedimento seja corretamente conduzido, sio ne-
cessarios conhecimentos biolégicos e ecolégicos relacionados as popula-
¢Oes a serem conservadas. Parimetros como a quantidade e distribuigio da
variabilidade genética, biologia reprodutiva das espécies, fluxo génico, re-
generagio, sio, dentre outras, informagdes essenciais nesse processo

(TRINDADE, 2001).
1.1 A espécie Araucaria angustifolia

Durante séculos, as florestas tropicais brasileiras foram conside-
radas fontes inesgotdveis de matéria-prima para os mais diversos fins, tais
como: madeira, frutos, fibras, entre outros produtos. Elas ocupavam, apro-
ximadamente, 20% da drea terrestre (cerca de 17 milhdes de km?) e abriga-
vam mais de um ter¢o das espécies do planeta, entretanto esses recursos
foram explorados de forma predatéria e muitos deles encontram-se amea-
cados de extingio.

Um exemplo dessa exploragio estd na Floresta Ombréfila e, prin-
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cipalmente, nas Florestas com Arauciria (Floresta Ombréfila Mista),
ecossistema encontrado no Brasil em altitudes elevadas, frequente nos es-
tados do Parani, Santa Catarina e Rio Grande do Sul.

No Brasil, a espécie Araucaria angustifolia corresponde ao princi-
pal componente das Matas de Arauciria, estendendo-se desde o oeste de
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul, principalmente no Planalto Sul Bra-
sileiro (MANTOVANI et al, 2004).

A arauciria ¢ altamente valorizada devido ao consumo de suas se-
mentes e a utilizacio da madeira para a confecgio de artefatos em marcena-
ria. O pinhio é rico em amido e pode ser utilizado tanto na alimentagio de
animais quanto na humana, integrando por um longo periodo a alimenta-
¢io de alguns grupos indigenas, dos primeiros colonos e dos caboclos que
habitaram o interior dos estados do Sul (SOUZA, 2006).

Anselmini (2005) relata que a intensa exploragio da floresta de
araucdria foi responsavel pelo primeiro ciclo econdmico no sul do Brasil,
resultando em um enorme desmatamento nesta regiio. No Parani, a cria-
¢do da Estrada da Graciosa, em 1873, serviu para facilitar o transporte de
toras e tibuas da cidade de Curitiba até Antonina, assim como a Ferrovia
Paranagu-Curitiba em 1885 (KOCH ¢ CORREA, 2002).

Anos depois, com o inicio da Primeira Guerra Mundial, a madeira
do pinheiro foi destinada ao mercado interno, principalmente para Sao Paulo
e Rio de Janeiro. A partir de 1934, a exploracio foi intensificada de tal
forma que aproximadamente 18 bilhdes de m® de madeira foram exporta-
dos, quase tudo extraido das Matas de Araucéria. Desse modo, ji em 1978, a
mata foi reduzida para apenas 8% da sua distribuicio original (FUPEF, 1978).

Laboreau e Matos Filho (1948) citam a exploracio das Matas de
Araucéria em trés fases: a primeira fase explorou as drvores de maior valor
comercial; a segunda explorou as drvores remanescentes da primeira fase e
a terceira proporcionou a queimada da mata para a criagio de dreas de
pastoreio e agricultura.

1.2 Diversidade genética em espécies arbéreas

Geralmente, para se expressar a diversidade entre espécies natu-
rais, é necessario apresentar medidas de diversidade que podem ser classifi-
cadas em trés grupos: diversidade taxondmica, diversidade filogenética e
diversidade genética.

A diversidade genética (ou variabilidade genética) mensura as di-
ferencas existentes tanto entre individuos de uma mesma espécie quanto
entre populacdes, as quais podem estar separadas entre si pela fragmenta-
cio dos habitats naturais.

De acordo com Francisco (2005), a diversidade genética é criada
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pelo processo de mutagio, a qual gera diferentes alelos. Entende-se por
alelo como cada uma das varias formas alternativas do mesmo gene, ocu-
pando um locus (posi¢io) em um cromossomo.

Tanto na conservagio como no melhoramento de recursos gené-
ticos, é muito importante o conhecimento da estrutura genética das espé-
cies naturais, bem como de seus sistemas reprodutivos, a fim de se deter-
minar as dreas mais importantes para conservagao.

A introducio da técnica de eletroforese de isoenzimas, no inicio
da década de 60, além de iniciar a era dos marcadores moleculares, ampliou
o nimero de marcadores que poderiam ser utilizados. Além disso, a utili-
zagdo de isoenzimas permitiu a identificacio de polimorfismo entre plan-
tas que ndo apresentavam diferencas morfolégicas (CONTE, 2004).

A atividade de uma enzima especifica pode ser detectada através
da eletroforese: quanto maior a carga elétrica de uma proteina, mais rapida
a sua migracio no gel. A consequéncia é o aparecimento de uma ou mais
bandas que fornecem as distintas formas de uma mesma enzima, as
isoenzimas, sendo identificadas em diferentes regides do gel caso apresen-
tem diferentes mobilidades eletroforéticas.

Apés aintrodugio da eletroforese em gel de amido, as isoenzimas
tém sido muito utilizadas em pesquisas na drea bioldgica em investigagdes
sobre variagdo intra-especifica, genética de populagdes, evolugio e
mapeamento genético. Em plantas, elas tém sido utilizadas principalmente
em genética de populacdes, evolucio e caracterizagio de germoplasma.

2. Técnicas de agrupamento

Neste trabalho, foram utilizadas técnicas estatisticas multivariadas
exploratérias, conhecidas por Analise de Agrupamento por método hierér-
quico para mensurar a divergéncia genética entre subpopulagdes de Araucaria
angustifolia.

Os métodos hierdrquicos sio classificados em aglomerativos e
divisivos, geralmente utilizados em anélises exploratérias dos dados para
identificar possiveis agrupamentos (MINGOTT, 2007).

Para se estabelecer até que ponto dois elementos do conjunto de
dados podem ser considerados semelhantes ou nio, é necessirio conside-
rar medidas que descrevam a similaridade entre eles, de acordo com as ca-
racteristicas que foram observadas. Mingoti (2007) explica que se as obser-
vagdes amostrais referentes 2 p varidveis estio armazenadas em um vetor,
os elementos amostrais podem ser comparados através de medidas mate-
miticas (métricas), como as medidas de distincias. Assim podem-se calcu-
lar as distancias entre os vetores amostrais de observacdes e agrupar aque-
les de menor distancia.
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Conforme Johnson e Wichern (1998), os elementos agrupados
em clusters representam uma medida de “proximidade” através de algum
tipo de distincia, na maioria dos casos.

A distincia Euclidiana é uma métrica poderosa e certamente a mais
conhecida e mais utilizada para calcular a distdncia entre dois elementos no
espago p-dimensional. Considerando dois vetores, x e y, da matriz de ob-
servagdes, a distincia Euclidiana entre eles é definida por:

d( ZL )=\/(Xl—yl) 2+(X2—y 2) 2+---+(X p_y p) 2= i( Xi—Y, )2

A distincia de Minkowski é dada por:

n

A%y ) =4 xamy e [T+ ey | Tret X,y

)
que é uma generalizacio da f6rmula da distincia Euclidiana. Assim, quan-
don = 1,2 equagdo 2 é conhecida por distdncia de Manhattan ou “métrica
de city-block” e paran = 2 é a préopria distincia Euclidiana, mas variagoes
nos valores de 7 podem causar trocas nos pesos dados (GROBE, 2005).

De acordo com Braulio (2005), grupos homogéneos de elemen-
tos podem ser formados a partir do célculo das distancias entre eles. Essas
distancias sio calculadas com base nos vetores de caracteristicas desses ele-
mentos e formam uma matriz de distincias a partir da qual os elementos
serdo agrupados segundo algum método de ligagio.

Cada distancia é calculada de uma maneira prépria, portanto é
possivel que sejam formados grupos de elementos diferentes para cada dis-
tancia utilizada. Nesse caso, torna-se interessante verificar a consisténcia
dos grupos formados.

Validar os agrupamentos encontrados significa garantir que real-
mente os grupos diferem entre si. Tal verificacdo pode ser realizada empre-
gando-se desde testes estatisticos univariados para comparagio de médias
(t de Student e testes de comparagio multipla como Tukey, Duncan, HSD
— Honestly Significant Difference, Dunnet e Scheffé), até testes multivariados
como, por exemplo, a MANOVA (Anilise de Varidncia Multivariada) e o
teste 77 de Hotteling.

Através da MANOVA (Quadro 1), verifica-se se hd diferenca es-
tatisticamente significante entre os vetores de médias amostrais de cada
grupo, isto é, tem-se, como hipétese nula (H ), que os vetores de médias

amostrais nio diferem entre si: Hoipt, =, =...= .
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Quadro 1. Descrigio da MANOVA.

Ii]on'te ~de Matriz Soma de Quadrados Graus de Liberdade
ariagio
k
Tratamentos B=znk,(i ;=X )(E i )v k-1
j=1
k ny
Residuos W= (XU*X j )(X,/*X j )' n-k
jo1 i1
Total B+ W n-1

Ao se avaliar a hipétese nula (H,), pelo teste de Limbda de Wilks,

utiliza-se a estatistica A , dada pela expressao:
S o)
| B+ |
em que:
B: é a matriz que resume a variacio entre os efeitos dos tratamentos;
W: é a matriz que resume a variagio dentro dos grupos.

Ao se avaliar a hipétese nula (H,), pelo teste de Hotteling, utiliza-
se a estatistica 77, dada pela expressio:

Pl (2 ) ) )] (e o | HE 2 ) )]
(4)

em que S é a estimativa da matriz de covaridncia conjunta. A estatistica 7>
possui distribuigio F com p graus de liberdade no numerador e n,+ n,—p—1I
graus de liberdade no denominador.

No emprego dos testes multivariados para a comparagio de mé-
dias, é necessdrio que as amostras aleatdrias sejam independentes e oriun-

das de populacoes Gaussianas, ou seja, X , ~ N p( 7Ry ),i =1,..,n.

O pressuposto da Gaussianidade para o vetor X pode ser verifi-
cado por um teste estatistico. No caso da distribui¢io normal bivariada

com p = 2 variaveis e nivel de significAncia @ fixado, tém-se:
Pl(X-u)Y (X-u)szil-a) |=1-a  (5)
em que M ésubstituido pela estimativa ¥ e amatriz de covaridncia ¥ pela

estimativa S.
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2.1 Andlise de Agrupamento por método hierdrquico

O Método Hierirquico Aglomerativo é descrito por Johnson e
Wichern (1998) e consiste de um estudo sistemdtico em etapas:

Etapa 1) Parte-se dos 7 elementos ou amostras para originar a
matriz de semelhanga para cada par de amostras ou elementos por alguma

medida. Neste estudo, utilizou-se a matriz de distincias D = (a’l.].) de di-

mensio 7 X 71, na qual dij representa a distancia do objeto 7 ao objeto J:

d 11 d 12 In
D= d.21 d.22 d 2n
: (6)
d nl d n2 d nn
emque d ,=d ,=...=d ,, =0

Etapa 2) O processo se inicia a partir das duas amostras A e B
mais semelhantes (menor distincia).

Etapa 3) A seguir, redimensiona-se a matriz de distancias, substi-
tuindo as linhas e colunas que contém as amostras A e B por uma tnica
coluna obtida dos valores de A e B, calculados por algum método de liga-
¢io, recalculando-se as distancias a esse novo grupo AB formado.

Etapa 4) Os passos 2 e 3 devem ser repetidos g — I vezes (até que
todos os elementos sejam incluidos em um tnico grupo) observando-se as
identidades dos grupos que vio sendo formados e os niveis em que eles se
fundem.

Ligacies simples (vizinho mais préximo)

Neste método, a distancia entre dois grupos é representada pela
menor distincia entre todas as combinagdes possiveis de dois pares de ele-
mentos. Assim, forma-se o primeiro grupo, por exemplo, grupo AB, onde
a distancia entre esse grupo a algum outro elemento C ¢é calculada pela
expressao:

iy = min{ d,.,dy. } 7)

Ligagcio média

Neste procedimento, a distincia considerada é a distincia média
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entre todos os pares possiveis de elementos. Entdo, a partir da matriz de
distancias D = (dl.]), agrupam-se os elementos com menor distancia, por

exemplo, A e B formam um grupo sed,, = min{di].}, V7,7 e adistincia de
(AB) a C é expressa por:

z34

diapyc = (8)
N apyle
em que 7, € n. representam as quantidades de elementos presentes em
cada grupo.
Método de Ward

Ward, em 1963, propds uma técnica que busca minimizar a soma
das diferengas entre os elementos de cada grupo e o valor médio do grupo.
Isso equivale a minimizar o desvio padrio entre os elementos de cada grupo.

Johnson e Wichern (1998) descrevem que este método baseia-se
na “perda minima das informagdes” ao se formarem novos grupos, utili-
zando o critério da soma ao quadrado dos erros entre dois agrupamentos,
para todas as amostras.

Inicialmente, existe um grupo para cada vetor componente do
conjunto de dados, fornecendo um erro nulo para cada grupo, pois o vetor
que compde cada um representa o vetor médio do grupo. Posteriormente,
os grupos sio aglutinados 2 a 2, conforme o menor erro do grupo. E neces-
siario um grande esfor¢o computacional, caso o tamanho da amostra seja
elevado e a cada iteragdo o nimero de elementos pertencentes a cada grupo
aumenta, elevando o nimero de cilculos para o erro de cada um.

3. Material e método

As arvores amostradas para o presente estudo foram obtidas em
dreas de protecio ambiental situadas nos municipios de Irati, PR e Caca-
dor, SC.

A Floresta Nacional de Irati estd localizada no estado do Parand a
880m de altitude. Possui uma precipitagio anual média de 1.442mm, ocu-
pando uma drea de 3.495ha, sendo 36% de floresta natural e apenas 2,4%
de 4rea de reflorestamento.

A Floresta Nacional de Cagador esté localizada no estado de San-
ta Catarina a 1.100m de altitude numa 4rea de aproximadamente 1.600ha.
O clima é considerado Cfb — clima temperado timido com verio tempera-
do (de acordo com Képpen), com dias de frio intenso durante o inverno.
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Nesta regido, a vegetacio é chamada “Floresta de Pinheiro Brasileiro”, sen-
do a Araucaria angustifolia a espécie dominante.

Em cada uma dessas regides, foram coletadas amostras em gran-
des dreas florestais e em locais de menor incidéncia (ilhas de floresta ou
capdes) que variam de 12 a 60ha. Foram amostradas 10 drvores para cada
subpopulagio, totalizando 50 drvores em Irati e 60 em Cagador. O Quadro
2 fornece mais algumas informagdes sobre as amostras.

O procedimento de eletroforese aplicado partiu de um conjunto
de 8 sementes de cada uma das rvores, pois esse é o nimero que segura-
mente estima o genétipo nuclear (SOUSA ez al, 2002).

As sementes foram armazenadas a —30°C até a extragio da enzima
para a eletroforese. Embrides e gametéfitos femininos foram
homogeneizados separadamente em uma extragao tampao, contendo 5g de
Sacarose, 150mg de DTT (Dithiothreitol) e 3g de PVP (Polivinilpirrolidona)
dissolvido em 100ml de 0,1M Tris-HCI tampio, num pH 7,5. Extratos da
enzima obtida do gametéfito feminino e do embrido foram posicionados
de forma adjacente no gel. O gel de amido horizontal (10,5% de amido e
2,5 — 3,5% sacarose) foi preparado seguindo Feret e Bergmann (1976),
Conkle et al. (1982) e Liengsiri et al. (1990).

Quadro 2. Descrigio das subpopulagdes

Populagio/Municipio | Latitude/Longitude Subpopulacio

Floresta Intocada

Capio 1

Irati, PR 25030'/50°36' Capio 2

Floresta Explorada

Floresta Plantada

Floresta Intocada

Capio 1
Capio 2
Cacador, SC 26°50'/51°00'
Capio 3
Capio 4
Floresta Explorada
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O sistema tampio de eletroforese utilizado foi o ASHTON, ajus-
tado para pH 8,6 para GOT e PGM, e o sistema TRIS-Citrato, ajustado
para pH 7,3 para as outras enzimas. Os géis correram a 80 mA para o siste-
ma ASHTON e a 180 mA para o sistema TRIS-Citrato. Foram examina-
dos 6 locus: GOT-B, GOT-C, PGM-A, SKDH-B, MDH-B ¢ 6-PGDH-B.
Os detalhes sobre a metodologia da eletroforese de embrides e gametéfitos
e a interpreta¢io genética dos zimogramas estio presentes em Sousa et al.
(2002).

Embora exista uma grande quantidade de marcadores genéticos, o
principio de anélise desses marcadores é simples: marcadores comuns sig-
nificam semelhanca genética e marcadores nio comuns significam diferen-
cas genéticas. As semelhangas e diferencas genéticas avaliadas em um ban-
co de germoplasma geram grande quantidade de informagdes sobre a di-
versidade genética.

A primeira etapa do processo de anilise de dados de marcadores
genéticos é a codificagio em dados de coincidéncia alélica (no caso de
marcadores co-dominantes), ou seja, 1 para alelos comuns no locus e 0 para
a auséncia de alelos comuns no locus. A adequada aplicagio dos métodos
estatisticos multivariados exigiu tal codificacido. Cada locus analisado é for-
mado por dois alelos, pois, nesse caso, trata-se de gen6tipos ordenados e
estes podem assumir os valores 1, 2 ou 3, de acordo com a interpretagio
obtida no gel de amido.

A segunda etapa na anilise dos dados consiste em utilizar as infor-
magdes codificadas para estimar os indices de similaridade ou de distancia
genética entre pares de observacdes. Para isso, é preciso decidir a priori
quais serdo utilizadas, pois existem vérias medidas diferentes e cada uma
delas produz um determinado tipo de agrupamento.

De acordo com a literatura existente sobre mapeamento genético,
as medidas de semelhanga mais utilizadas e que foram analisadas neste tra-
balho sio as medidas de dissimilaridade Euclidiana, devido a sua ampla apli-
cagio, e de Manhattan, pois é menos afetada pela presenga de valores dis-
crepantes na amostra que a distdncia Euclidiana.

A partir daf, calculam-se as respectivas matrizes de dissimilaridade
entre as unidades experimentais, as quais formam a base das anélises de
agrupamento. A estrutura de grupos contida nos dados é visualizada em
graficos denominados dendrogramas (JOHNSON E WICHERN, 1998).

Neste trabalho, examinou-se o método do Vizinho mais préximo,
o método da Liga¢io média e o método de Ward, justamente pelas suas
caracterfsticas quanto A maneira de formacio dos grupos. No primeiro
método, a similaridade é definida pelos elementos com menor distancia;
no segundo, a distincia entre dois grupos ¢ tratada como a média das dis-
tincias entre todos os pares de elementos que podem ser formados com os
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elementos dos dois grupos e, finalmente, o terceiro método faz com que a
variagio entre grupos seja minima e entre grupos seja notavel. Dias (1998)
descreve a aplicacio dessas metodologias relatando as principais vantagens
e desvantagens de cada uma nesse contexto.

4. Resultados

As anilises estatisticas foram realizadas a partir dos vetores de
médias amostrais de cada uma das subpopula¢es de Irati e Cagador. Estes
vetores amostrais representam a média de drvores que apresentam alelos
comuns no mesmo locus, ou seja, sio homozigotos, de acordo com a
codificagio descrita anteriormente.

4.1 Irat

O processamento das anélises estatisticas foi realizado no software
R. Observa-se, na Figura 1, que as subpopulacées de Floresta Intocada e
Floresta Explorada sio as mais semelhantes e formam um agrupamento,
uma vez que apresentam a menor distancia (0,2236). Capdo 1 e Capio 2
formam o segundo grupo com menor distancia (0,2290). O dendrograma
gerado com o método de Ligacio média apresenta uma pequena diferenca
dos demais: os dois maiores grupos unem-se para somente depois se uni-
rem 2 subpopulagio de Floresta Plantada, enquanto que nos outros
dendrogramas a Floresta Plantada primeiro se une ao grupo de Capio 1 e
Capio 2 para depois se unir ao grupo de Floresta Intocada e Floresta Ex-
plorada.
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Figura 1. Dendrogramas das subpopulacées de Irati, considerando a distancia Euclidiana.
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Os dois agrupamentos formados na Figura 2 sio os mesmos ob-
servados na Figura 1, apenas com a inclusdo da subpopulagio de Floresta
Plantada no grupo dos Capdes 1 e 2 no método do Vizinho mais préximo,
além de uma pequena diferenca na escala.

O vetor médio das subpopulacées de Floresta Intocada e Floresta
Explorada foi comparado ao vetor médio das subpopulacées de Capio 1,
Capio 2 e Floresta Plantada, através do teste 72 de Hotteling, com 95% de
confianga. O p-valor do teste encontrado é inferior a 0,05, indicando uma
diferenca significativa entre eles. Do mesmo modo, foi comparado o vetor
médio da subpopulacio de Floresta Plantada com o vetor médio das
subpopulagdes de Capio 1 e Capio 2, no qual o teste 72 de Hotteling tam-
bém forneceu um p-valor inferior a 0,05, acusando uma diferenca significa-
tiva entre eles.
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Figura 2. Dendrogramas das subpopulagdes de Irati, considerando a distancia de Manhattan.

Na comparagio das subpopulagdes de Capio 1 e Capio 2, o p-
valor do teste é superior a 0,05. Logo, nio existe diferenga significativa
entre os vetores médios dessas subpopulagdes. Na comparacio do outro
grupo formado pelas subpopulagdes de Floresta Intocada e Floresta Ex-
plorada, o teste 7% de Hotteling também forneceu um p-valor superior a
0,05 e, mais uma vez, a hipétese nula nio foi rejeitada.

Em todos esses testes foi utilizada a pseudo-inversa da matriz de
covaridncia conjunta através da transformagdo de Moore-Penrose e a
Gaussianidade dos vetores aleatérios observados foi verificada aplicando-
se o teste baseado em uma estatistica qui-quadrado descrito anteriormente.
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4.2 Cagador

De acordo com os dendrogramas das Figuras 3 e 4, verifica-se que
a subpopulacio de Capio 1 se assemelha ao grupo de menor distancia for-
mado por Capio 3 e Capio 4. O segundo grupo mais homogéneo é forma-
do pelas subpopulaces de Floresta Intocada e Floresta Explorada.
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Figura 3. Dendrogramas das subpopulacées de Cagador, considerando a distincia Euclidiana.
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Figura 4. Dendrogramas das subpopulagdes de Cagador, considerando a distincia de Manhattan.
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Mais uma vez a validacio dos agrupamentos encontrados deu-se
através do teste 7?7 de Hotteling, utilizando a pseudo-inversa da matriz de
covaridncia conjunta, com 95% de confianga. O vetor médio das
subpopulagdes de Capio 1, Capio 3 e Capio 4 foi comparado ao vetor
médio das subpopula¢oes de Capio 2, Floresta Intocada e Floresta Explo-
rada. O p-valor do teste encontrado é inferior a 0,05, indicando uma dife-
renca significativa entre eles.

Outras duas comparacoes foram feitas: uma entre o vetor médio
da subpopulagio de Capiao 1 e o vetor médio do grupo composto pelas
subpopulagdes Capio 3 e Capio 4, e outra entre o vetor médio de Capio 2
e o vetor médio do grupo formado pela Floresta Intocada e Floresta Ex-
plorada. Pelo teste 77 de Hotteling e com 95% de confianga, nos dois casos
o p-valor é inferior a 0,05, diferenciando significativamente a subpopulacio
de Capio 1 e a subpopulagio de Capio 2 dos respectivos grupos as quais
foram comparadas.

Na comparagio dentro dos grupos, tanto o teste realizado para
comparar as subpopulacées de Capio 3 e Capio 4 quanto o realizado para
comparar as subpopulacées de Floresta Intocada e Floresta Explorada, for-
neceram um p-valor maior que 0,05. Assim, as hipéteses nulas em cada
teste nio foram rejeitadas e, portanto, os vetores de médias das
subpopulagdes de cada grupo nio diferem entre si.

5. Conclusoes

Este artigo fornece uma parcela de contribuigio ao conhecimento
das semelhancas existentes entre as subpopulagdes de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Ktze, com base na estrutura genética de cada uma delas. Além
disso, gera informagdes técnico-cientificas que possibilitam o delineamen-
to de estratégias de conservagio e aproveitamento racional para o manejo
extrativista sustentdvel pois, através do manejo, é possivel extrair da natu-
reza os recursos florestais utilizados pelo homem para o seu crescimento
sem devasti-la, conservando suas caracteristicas genéticas e evitando a
extingio das espécies.

Mostra, também, o poder da anilise de agrupamentos por méto-
do hierdrquico na fase exploratéria quanto ao mapeamento da divergéncia
genética em populagdes dessa natureza, identificando aquelas que possuem
caracteristicas genéticas mais semelhantes através dos agrupamentos for-
mados.

Os esforcos necessarios para a preservagio das araucirias deve se
concentrar principalmente na subpopulacio de Floresta Plantada em Iratie
nas subpopulacées de Capio 1 e Capio 2 em Cacador, pois foram estas que
apresentaram as menores semelhancas com as demais subpopulagdes.
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