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RESUMO

COSTA, Newton Clovis Freitas. Estrutura genética espacial, sistema
de reproducao e fluxo de polen em Araucaria angustifolia (Bertol.)
Kuntze em pequenas popula¢cbes remanescentes em paisagem de
campo e plantios florestais .2014, 75 f. Dissertacdo (Mestrado em
Engenharia Florestal — Area: Ecologia de Espécies Florestais e
Ecossistemas Associados) Universidade do Estado de Santa Catarina.
Programa de p6s graduagdo em Engenharia Florestal, Lages, 2014.

O fluxo génico ¢ um dos componentes determinantes da persisténcia e
adaptacdo das populacdes locais, podendo influenciar em suas
propriedades ecoldgicas. Entender o comportamento desse fluxo em
populagdes naturais ou alteradas ¢ essencial para elaboragdo de planos
eficazes de conservacao pelo uso dos recursos naturais. Investigou-se a
influéncia de plantios de Pinus no padrio de dispersdo de pdélen em
populagdes remanescentes de Araucaria angustifolia (capdes), por meio
andlises de paternidade com oito locos microssatélites. Para isso,
amostraram-se dois capdes em area de campo e dois em area de plantios
de Pinus, localizados no planalto sul catarinense. Nas areas de estudo
(capdes) foram mapeados e genotipados todos os 68 individuos machos
reprodutivos e mais 400 sementes retiradas de 20 plantas matrizes (cinco
por populagdo). A andlise de paternidade revelou que a distdncia média
de polinizagdo para a area de campo (170 m), foi maior do que para area
de plantios de Pinus (67 m). O niimero efetivo de polinizadores (Nep) foi
de 16,4 e 8,9 para area de campo e plantio de Pinus, respectivamente.
Areas de campo apresentaram uma taxa de imigracdo de polen de 46% e
areas de plantio apresentaram 36%. Esses resultados sdo um indicio de
que os plantios de Pinus podem agir como barreira ao fluxo de pdlen,
embora ainda ocorre fluxo através dos plantios. Verificou-se a presenga
de estrutura genética espacial ndo significativa para os individuos adultos
em ambas as areas, além de uma elevada diversidade genética (He,
variando de 0,16 a 0,829), sem diferengas significativas, sugerindo a
presenca de um fluxo génico histdrico entre as dreas. Enquanto as






sementes oriundas das matrizes em meio as areas de campo ndo
apresentaram indice de fixagdo significativos, as sementes oriundas das
arvores em meio aos plantios de Pinus apresentarem indices de fixacdo
significativos (F = 0,076, P<0,05). Tanto a populagdo adulta quanto as
sementes apresentaram alelos exclusivos, evidenciando que nem todos os
individuos reprodutivos presentes nos remanescentes contribuiram para a
formagdo da amostra de sementes, entretanto o fluxo de polen externo
contribuiu efetivamente para formagao das sementes de dentro do capao.

Palavras-chave: dispersdo de pélen, analise de paternidade, polinizacdo
pelo vento, taxa de imigragdo de pdlen, Fluxo génico, florestamento com
Pinus.






ABSTRACT

COSTA, Newton Clovis Freitas. Spatial genetic structure, mating
system and pollen flow in small remnant populations of Araucaria
angustifolia (Bertol.) Kuntze in grasslands and forest plantations
landscapes. 2014, 75 p. Dissertation (Master in Forest Engineering —
Area: Ecology of Forest Species and Associated Ecosystems) Santa
Catarina State University. Forestry Engineering Graduate Program,
Lages, 2014.

Gene flow is a determining component of persistence and adaptation of
local populations, and may influence their ecological properties.
Understand the behavior of this flow in natural or altered populations is
essential for developing effective conservation plans by the use of natural
resources. We investigated the influence of Pinus plantations in the pollen
dispersal patterns in remaining Araucaria angustifolia populations
(patches), using paternity analysis with eight microsatellite locos. For
this, we sampled two patches in the grassland area and two patches in the
pine plantations area, located in southern Santa Catarina plateau. In the
study areas all male reproductive individuals (68) and 400 seeds from 20
seed-tree (five per population) were mapped and genotyped. The paternity
analysis revealed higher average distance of pollination for grassland area
(170 m) than Pinus plantation area (67 m). The effective number of pollen
donors (Nep) was 16.4 and 8.9 for grassland area and Pinus, respectively.
Grassland areas showed a pollen immigration rate of 46%, and the
plantation area showed a 36%. These results are an indication that the
Pinus plantation can act as barrier to pollen flow, although, pollen
dispersal occurs through plantings. There was no significant spatial
genetic structure for adults, and high levels of genetic diversity were
verified in both areas (He, ranging 0.16 to 0.829), with no significant
differences, suggesting presence of historic gene flow between locals.
While the seeds from natural grasslands seed-tree present no significant
fixation index, the seeds from seed-tree located into Piuns plantations
presented significant fixation indexes (F = 0.076, P<0.05). Both adult
population and seeds showed private alleles, evidencing that not all
possible reproductive individuals, in the remnants, contributed to seed






sampled formation, however, pollen flow from outside contributed
effectively to seed formation within patches.

Key-words: pollen dispersal, paternity analysis, wind pollination, pollen
immigration rate, gene flow, Pinus forestation.
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INTRODUCAO

Considerado um dos temas de grande relevancia na atualidade, a
conservacdo de recursos genéticos, vem despertando a atencdo de
inimeros cientistas quanto ao entendimento de sua magnitude,
quantificacdo e distribuicdo. Essas informagdes constituem-se em
subsidios para constatar os efeitos das atividades antropicas, perdas de
variabilidade, isolamento de populagdes, bem como permitem o
estabelecimento das melhores estratégias para incrementar e preservar a
diversidade dentro das espécies.

A rapidez e a capacidade do homem em modificar ambientes
naturais tem sido muitas vezes superior a habilidade que esses ambientes
possuem em se recompor. A fragmentacao de habitats tem sido uma das
maiores ameagas para biodiversidade e a naturalidade, sendo considerada
como uma das principais causas da extin¢do de espécies, podendo causar
irreversiveis perdas (HAMBLER et al., 2011). A destrui¢do de habitats
pela acdo antrépica ndo sé prejudica o ecossistema alterado, como
também 4reas adjacentes a este (BOAKES et al., 2010).

A Mata atlantica historicamente tem sofrido com as alteragoes
humanas, e sua area de cobertura atualmente limita-se a 12% da extensdo
original (RIBEIRO et al., 2011). Tais alteragdes tem impactos negativos
na diversidade e estrutura genética de populagdes e no fluxo génico destas
(AGUIAR et al., 2009; ECKERT et al., 2009; KAMM et al., 2010;
SEBBENN et al., 2011; QUESADA et al., 2013; TAMBARUSSI 2013).
O fluxo génico ¢ um dos componentes determinantes da persisténcia e
adaptacdo das populagdes locais, podendo influenciar em suas
propriedades ecoldgicas (WHITLOCK e MCCAULEY, 1999). Assim,
um alto fluxo génico entre populagdes permite que todas elas evoluam de
maneira conjunta, porém, com baixo fluxo génico estas podem divergir,
0 que contribui para o isolamento reprodutivo e estabelecimento de
linhagens evolutivamente diferentes (SLATKIN, 1994).

O conhecimento das respostas as alteragdes de habitats em
populagdes de espécies chaves ¢ fundamental para conservacdo da
biodiversidade em paisagens fragmentadas (HANSON et al., 2008). Na
paisagem em que estd inserida a Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze
apresenta uma enorme importancia, tanto pelo potencial econdémico
quanto ecolédgico. Desde a colonizagdo até o dossel da floresta, em seu
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ambiente de ocorréncia natural fornece grande quantidade de recursos que
contribuem para sobrevivéncia de muitas outras espécies (PINHEIRO e
GANADE, 2009), inclusive o homem.

Vibrans et al. (2010) verificaram para o estado de Santa Catarina
que a vegetacdo nativa das Matas de Araucaria consideradas em bom
estado de conservagdo limita-se a 5% do original, e ainda 47% da
vegetacdo que existe hoje encontra-se bastante fragmentada e sobre um
alto impacto externo. Os atuais ecossistemas da regido, tanto florestais
como campestres, tem sido fortemente afetado pelas atividades humanas,
onde plantios florestais de espécies exoticas tém mudado claramente a
vegetagdo original (BEHLING et al., 2009).

Diante disso, estudou-se a interferéncia da matriz da paisagem no
fluxo génico da Araucaria angustifolia (Bertol.) Kuntze presente em
pequenos fragmentos em paisagem de campo nativo e em paisagem
natural de campo que foi florestado com Pinus. Para isto, avaliou-se a
diversidade genética de individuos reprodutivos e de sementes, a estrutura
genética interna destes fragmentos (Capitulo 1), a estrutura genética
espacial e por meio de analise de paternidade avaliou-se o fluxo de polen
dessas populagdes (Capitulo II). De forma a investigar se as condi¢des da
paisagem que a espécie se encontra alteram o fluxo génico entre
fragmentos, para ajudar a estabelecer padrdes eficientes de manejo e
conservacao da espécie em ambos os ambientes.
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CAPITULO I
Este manuscrito segue as normas de formatacdo do periddico Scientia
Forestalis

Efeitos da paisagem de campo e florestamentos com Pinus na
diversidade e estrutura genética de remanescentes de Araucaria
angustifolia

Effects of natural grasslands and Pinus plantations in diversity and
genetic structure in remnants of Araucaria angustifolia

Grupo de pesquisa Uso e Conservagao de Recursos Florestais, Centro de
Ciéncias Agroveterinarias de Lages, Universidade do Estado de Santa
Catarina. Lages, Santa Catarina.
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RESUMO

Caracteristicas da paisagem podem estruturar a variagdo genética e afetar
o fluxo de polen de populagdes de plantas. Para investigar efeitos da
paisagem na estrutura e diversidade genética de populacdes de Araucaria
angustifolia, oito locos microssatélites foram usados para analise de 400
sementes e seus respectivos individuos reprodutivos (87) presentes em
quatro remanescentes florestais (Capdes). Os capdes estudados estdo
inseridos em diferentes matrizes de paisagem, dois em campo natural
(Fazenda X) e dois em florestamento com Pinus (Fazenda Z). Elevada
diversidade genética foi verificada nas populagdes (He, variando de 0,16
a 0,829), sem diferencgas significativas entre os individuos adultos. Nao
foram verificadas diferengas pelo coeficiente de coancestralidade entre as
fazendas (Fra = 0.002, P>0,05). Esses resultados sugerem que existiu
uma conectividade historica entre os locais. Indices de fixacdo
significativos foram verificados nas sementes da Fazenda Z (F = 0,076,
P<0,05) e no conjunto total de sementes analisadas (F = 0,052, P<0,05),
indicando fixagcdo para alguns alelos, possivelmente pelo cruzamento
entre aparentados. A divergéncia genética verificada entre populagdes de
adultos e de sementes (Fas = 0,029, P<0,05) aliado com a ocorréncia de
alelos exclusivos em todas as populagdes, sugere que nem toda
variabilidade genética dos individuos adultos analisados esta sendo
passada para as sementes, especialmente na Fazenda Z, por outro lado
houve contribui¢do de pélen vindo de fora dos capdes para formacao das
sementes em ambas as fazendas.

Palavras chave: Plantios florestais, pequenos capdes, divergéncia
genética, indice de fixagdo

ABSTRACT

Landscape features may structure genetic variation within and among
populations and affect the pollen flow of plant populations. To investigate
the effects of landscape on genetic diversity and the structure of A.
angustifolia populations, eight microsatellite loci were used to analyze
400 seeds and their respective reproductive individuals (87), present in
four forest remnants (Patches) occurring in different landscape matrices,
two in natural pastures (X Farm) and two in Pinus forestation (Z Farm).
The analysis showed high populations genetic diversity (He, ranged from
0.16 to 0.83) with no significant difference between adults. No
differences between farms were verified by coancestry coefficient (Fra =
0.002, P>0.05). These results suggesting that there was a connectivity
between locations. Significant fixation indexes were detected in Z Farm
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seeds (F = 0.076, P<0.05) and in the analyzed pooled seeds (F = 0.052,
P<0.05), indicating alleles fixation, possibly by crossing among relatives.
The genetic divergence observed among adults and seeds populations
(Fas = 0,029, P<0.05) coupled with the presence of private alleles in all
populations, suggest that seeds did not contained all potential genetic
diversity observed in analyzed adults, especially in Z farm, however,
there was pollen contribution from outside patches for seed formation in
both farms.

Keywords: Forest plantations, small patches, genetic divergence,
fixation index

INTRODUCAO

Caracteristicas da paisagem podem estruturar a variagdo genética
dentro e entre as populagdes, bem como influenciar processos genéticos
evolutivos como fluxo génico, deriva genética e selecdo (MANEL et al.,
2013). Tais processos podem ser afetados pelo isolamento de populacdes
de espécies arboreas em pequenos fragmentos reduzindo o nimero de
individuos reprodutivos e a densidade populacional (YOUNG; BOYLE,
2000). Espécies isoladas em pequenos fragmentos que ndo forem capazes
de manter o fluxo através da por¢ao ndo florestal da paisagem (matriz),
poderdo limitar sua ocorréncia e, por consequéncia reduzirdo a
probabilidade de persisténcia da populacao (FAHRIG, 2003).

Contrapor os efeitos negativos do isolamento € essencial para que
populagdes fragmentadas mantenham reduzidos niveis de endogamia e
aumentem seu tamanho efetivo. Para isso, é preciso que se mantenham na
paisagem fragmentada pequenos remanescentes e arvores isoladas, afim
de promoverem o fluxo de pélen (BITTENCOURT; SEBBENN 2007,
2009). A dispersdo por pélen possui o potencial de transportar gametas
masculinos a longas distancias, contrapondo efeitos do “isolamento” de
genes em populacdes especialmente isoladas (ENNOS, 1994). Além do
isolamento por distancia decorrente da fragmentagdo, alteragdes
antropicas podem causar isolamento pela formacao de barreiras ao fluxo
de polen de populagGes naturais. A remogao da floresta e a alteragdo da
paisagem natural, por meio da agricultura, pastoreio e reflorestamento
com espécies exodticas, tém mudado claramente a vegetacdo original do
Sul do Brasil (BEHLING et al, 2009). A paisagem sul brasileira,
caracterizada hoje por mosaicos de campos e Floresta com Araucaria
(BEHLING et al., 2004), esta sob forte pressdo de uso, onde vastas areas
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de campo estdo sendo substituidas por florestamentos com Pinus e
Eucalyptus (BEHLING et al., 2009).

Como espécie determinante da Floresta com Araucdria,
Araucaria angustifolia (Bert.) Kuntze (Araucariaceae) é uma conifera,
dioica, polinizada pelo vento que ocorre comumente em continuos
florestais e em remanescentes (capdes) em meio a paisagem campestre.
Condigoes naturais da Floresta com Araucaria, como as barreiras fisicas
formadas pela alta densidade vegetal dessas formagdes, podem dificultar
a movimentacdo do pélen da A. angustifolia (SOUSA; HATTEMER,
2003). Assim, a substitui¢do do campo por plantios florestais, implica na
formagdo de barreiras fisicas com densidades vegetais superiores a
enfrentada naturalmente pela espécie.

Neste cenario, o objetivo deste estudo foi analisar a diversidade
genética de adultos e sementes inseridos em diferentes matrizes de
paisagens (campo e florestamento com Pinus), a fim de investigar como
a variabilidade genética esta distribuida nas populacdes destes diferentes
ambientes. As seguintes questdes foram abordadas: (1) O florestamento
com Pinus circundando os capdes com Araucdria afetam a chegada de
alelos por fluxo de pdlen e, consequentemente, reduzem a diversidade
genética destas populagdes em comparagdo com as populagdes
remanescentes em campo. (2) O florestamento causa um aumento na
diferenciacdo genética entre populagdes? (3) Em funcdo da barreira
formada pelos plantios de Pinus ha um aumento da endogamia na nova
geragdo (sementes) de Araucaria angustifolia?

MATERIAIS E METODOS
Areas de estudo e amostragem

As areas de estudo estdo localizadas na regido serrana de Santa
Catarina, no municipio de Lages, que possui elevagdo média de 950 m.
O clima da regido, segundo a classificagdo Kdeppen, ¢ do tipo Cfb (Clima
mesotérmico subtropical imido com verdes frescos, sem estagdo seca,
com geadas severas), com precipitacdo média anual de 1200 mm e
temperaturas oscilando entre -7°C a 35°C e médias de 16° C
(KLAUBERG et al., 2010).

O estudo envolveu dois ambientes compostos por diferentes matrizes de
paisagem: o primeiro ambiente representa a matriz de paisagem plantios
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florestais, onde os fragmentos com Araucaria (Capdes) se encontram em
meio a plantios de Pinus; e o segundo representa a matriz de paisagem
campos, em que os capdes com Araucaria estdo presentes em areas de
campos naturais. As coletas para analise de DNA contemplaram 400
sementes ¢ 87 individuos adultos reprodutivos, presentes em quatro
capoes, dois inseridos na 4rea de campos naturais, denominados Capao A
e Capao B, localizados na Fazenda Cruz de Malta (Fazenda X), e dois
entremeados com plantios de Pinus, denominados Capao C e Capao D,
localizados na Fazenda Espigdo (Fazenda Z). A fazenda Cruz de Malta
(27°46° S e 50°20° W), apresenta historico de uso com pecudria extensiva
e a fazenda Espigdo (27°50 S e 50°22 W), possui seu historico de uso na
pecuaria extensiva e conversdo para silvicultura de Pinus na metade da
década de 1960. As distancias médias sdo de 9000 m entre fazendas, de
360 m entre os capdes A e B, e 270 m entre os capdes C e D.

Todos os individuos de A. angustifolia com diametro a altura do
peito (DAP) acima de 20 cm foram mapeados e identificados quanto ao
sexo. Para a coleta das sementes, foram selecionadas cinco arvores
matrizes por capao, das quais coletou-se cinco pinhas cada, e de cada uma
destas pinhas foram retiradas quatro sementes, o que equivale a 20
sementes, consideradas meias-irmas, por matriz. Foram coletadas
amostras foliares individualizadas (aciculas) de cada planta matriz e de
todos os individuos machos reprodutivos de cada capao.

Amplificacio dos microssatélites e genotipagem

Para a extracdo do DNA, foram utilizados cerca de 150 mg de
aciculas para os adultos e o eixo embriondrio inteiro para as sementes. O
DNA gendmico total foi extraido usando o método de Mazza e
Bittencourt (2000), com adaptagdes realizadas para extracdo de DNA das
sementes. A amplificagdo via PCR (reagdo em cadeia da polimerase) foi
realizada utilizando os locos Ag23, Agd5, Ag20, Agd6, AgH4,
desenvolvidos por Salgueiro et al. (2005), CRCAcl e CRCAc2
desenvolvidos por Scott et al. (2003) e Aang24 desenvolvido por
Schimidt et al. (2007). As temperaturas de anelamento (7,°C) foram
otimizadas para quatro reagdes biplex: Biplex 1 (Ag94 e Aang24; T,=
55°C); Biplex 2 (Ag23 e Ag45; T.=56°C); Biplex 3 (Ag20 e Ag56; T,
=60°C); Biplex 4 (CRCAcl e CRCAc2; T,=54°C). Para amplificagdo das
amostras foi utilizada uma reacdo contendo 30 ng de DNA, 0,2 uM de
cada primer, 0,2 mM de DNTP, 1x Tampao, 1,5 mM Cloreto de
Magnésio, 0,8 U de Platinum® Tag DNA Polimerase (Invitrogen) e agua
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ultrapura para um volume final de 15 pL. Foi utilizado um termociclador
Veriti 96 well Thermal Cycler para realizacdo da PCR da seguinte
maneira: desnaturagdo inicial a 95°C por 3 min, 30 ciclos com as etapas
de desnaturacdo a 94°C por 45 s, T.°C por 45 s, extensdo a 72°C por 45 s
e extensao final: Biplex 1 e 2 a 72°C por 7 min; e Biplex 3 ¢ 4 a 60°C 60
min. Para genotipagem de cada amostra foi feita uma reagdo com 1,2 pL
de produto da PCR, 0,4 uL de GS600 LIZ® ¢ 8,6 puL de formamida HI-
DI™_ para realizagdo da eletroforese capilar em Sequenciador
Automatico ABI 3130 (Applied Biosystems). O tamanho dos fragmentos
(alelos) de cada reag@o biplex foi determinado por interpretacdo dos picos
de fluorescéncia gerados nos eletroferogramas por meio do software
GeneMapper v.3.2 (Applied Biosystems). Todos esses procedimentos
foram desenvolvidos no Laboratério DNA UDESC.

Analise dos dados

A diversidade genética para cada populagdo foi caracterizada por
meio da riqueza alélica (R), nimero médio de alelos por loco (A),
heterozigosidade observada (Ho), e heterozigosidade esperada em
equilibrio de Hardy-Weinberg (He). Os niveis de endogamia para cada
uma das populagdes foram estimados pelos valores de F, calculados pela
expressio F =1 — (H,/H,) de Nei (1978). A significancia dos valores
de F foi obtida pelos intervalos de confianca (95%) calculados por meio
de bootstrap com 1000 permutagdes e o erro padrao (EP) das estimativas
foi estimado por Jackknife entre os locos, com 1000 repetigdes. A fim de
investigar diferengas nos niveis de diversidade genética (R, Ho e He)
entre as populacdes foi utilizado o teste unilateral descrito por Goudet
(2002), com significancia testada por permutagdo, com 1000 repeticdes.
Todas essas analises foram computadas com auxilio do programa FSTAT
versdo 2.9.3.2 (GOUDET, 1995).

Para avaliar o efeito da barreira causada pelos plantios de Pinus
nas frequéncias alélicas das populacdes estimou-se as estatisticas F de
Wright por meio dos coeficientes de coancestralidade de Weir e
Cockerham (1984), para quatro niveis hierarquicos de subdivisdo (Figura
2). O indice de fixacao da populacdo total (Fit) foi entdo particionado em
componentes para verificar a variagdo genética dentro das subpopulagdes
locais (Fis) e entre as subdivisdes das populagdes, comparado entre
Adultos e Sementes (Fas), entre Fazendas (Fra) e entre Capdes (Fca).
Foram obtidos os intervalos de confianca (IC) para as estimativas, com
significancia a 95%, por meio de reamostragens bootstrap entre locos,
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utilizando 1000 permutagdes. Esse tipo de andlises foi feito com auxilio
do programa GDA (LEWIS; ZAYKIN, 1999).

- Adultos
| Fazenda Sementes
X(Campo) Adultos
- Sementes
l:IT .

Adultos

Capao C
| | Fazenda Z - Sementes
(Pimis) - Adultos

CapaoD H
- Sementes

l:IS
Fra Fca Fas

Figura 1 — Modelo dos niveis hierarquicos com os componentes da estatistica F
utilizado para analise de populagdes de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo e plantios de Pinus. (Hierarchical level model with F-statistic components
used in Araucaria angustifolia populations in natural grasslands and Pinus
plantations areas).

Fonte: Produgdo do proprio autor

RESULTADOS
Diversidade genética

O numero de individuos machos reprodutivos presentes nos
capdes foi de 16 para o capao A, 21 para o B, 14 para o C e 13 para o
capdo D. Os resultados encontrados para as estimativas da diversidade
genética pela andlise de oito locos microssatélites estdo sumarizados na
Tabela 1. A amostra de 480 individuos (adultos e sementes), foi
caracterizada por 477 genotipos diferentes, ou seja, houve trés genotipos
que foram representados por dois individuos. O ntimero total de alelos foi
de 89, com niimero médio de alelos por loco de 11,1 oscilando de quatro
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(Ag45)a21 (Ag20). A Heterozigosidade esperada (He) variou entre locos
de 0,165 a 0,829 com média de 0,674, a Heterozigosidade observada (Ho)
variou de 0,178 a 0,877 com média de 0,661, e o indice de fixacdo para
cada loco variou de -0,034 a 0,105 com média de 0,052.

O indice de fixacdo (F) foi positivo e significativamente diferente
de zero (P<0.01) para populagdo de sementes amostradas na Fazenda Z
(florestamento com Pinus), com valor de F= 0,076 (IC a 95% = 0,031-
0,135), para o conjunto total de sementes amostradas (F=0,062; IC a 95%
=0,026-0,104) e para populagio total que apresentou valor de £ de 0,052
(ICa95%=0,011-0,104) (Tabela 1). Entretanto, a populacdo de sementes
amostradas na Fazenda X (campo natural) e as demais populacdes de
adultos ndo apresentaram valores de F significativamente diferente de
Zero.

Nao foram verificadas diferengas significativas na diversidade
genética para R, Ho e He nas populacdes de adultos da Fazendas X e da
Fazenda Z, nas populagdes de adultos e de sementes da Fazenda X e para
as populagdes de sementes das Fazendas X e Z (Tabela 1). Porém, houve
diferenca significativa para os valores de R (p=0,036), Ho (p=0,014) ¢
He (p=0,025), nas populacdes de adultos com a de sementes da Fazenda
Z, que apresentou menores indices de Ho e He, e maior R.
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Tabela 1 — Diversidade genética de adultos e sementes de Araucaria angustifolia
em areas de campo natural e florestamento com Pinus. (Genetic diversity in
Araucaria angustifolia adults and seeds in natural grasslands and Pinus
plantations areas).

Populacdo n R Ho He F (EP)
Fazenda X (campo)
Adultos 47 7,1a  0,669a 0,684a 0,03(0,035)
Sementes 198 8,6ab 0,646ab 0,662ab 0,048(0,022)
Fazenda Z (Pinus)
Adultos 37 6,8a 0,694a 0,691a 0,003(0,027)
Sementes 198  7,8b 0,637b 0,661b 0,076(0,03)*
Média
Adultos 84  6,9A 0,681A 0,687A 0,02(0,023)
Sementes 396  8,8B 0,641B 0,661B 0,062(0,022)*
Total 480 6,8 0,661 0,674 0,052(0,021)*

n, tamanho da amostra; R, riqueza alélica com base em um niimero minimo de 19
individuos; Ho, heterozigosidade observada; He, heterozigosidade esperada; F,
indice de fixagdo (erro padrdo); Estimativas seguidas de letras minusculas e
maiusculas sdo comparagdes feitas entre fazendas e conjunto de adultos e
sementes, respectivamente. *(p < 0,01).

Fonte: Produgao do proprio autor

Das populagdes analisadas, o numero de alelos encontrados foi
menor para populacdo de individuos adultos do Capao D (51 alelos) e
maior para a populacdo de sementes do Capdo B (68 alelos). Foram
encontrados 21 alelos exclusivos em todas as populagdes analisadas
(Tabela 2), sendo que estes estdo presentes em maior nimero nas
populacdes de individuos adultos (13) do que nas populacdes de sementes
(8), de ambas as fazendas analisadas. A presenca de alelos exclusivos
verificada nos capdes de cada fazenda mostra que as popula¢des em
inseridas em area de campo natural possuem menor nimero de alelos
exclusivos (8), do que as populagdes em area de florestamento com Pinus

(13).
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Tabela 2 — Numero de alelos total e exclusivos em populagdes de adultos e
sementes de Araucaria angustifolia sob diferentes paisagens. (Total number and
private alleles in adults and seeds Araucaria angustifolia populations under
different landscapes).

Populagiio Numero de Numero dg alelos
alelos exclusivos
Capio A adultos? 21 56 3
Capido B adultos? 26 59 2
Capdo C adultos® 19 54 2
Capido D adultos® 13 51 6
Capdo A sementes® 100 61 2
Capdo B sementes® 98 68 1
Capio C sementes® 100 53 2
Capdo D sementes® 98 67 3
Total 480 89 21

n, tamanho da amostra; a Fazenda X (campo natural); b Fazenda Z
(florestamento com Pinus).
Fonte: Produgio do proprio autor

Estrutura e organizacao da variacio genética

O resultado da estrutura genética das populagdes analisada de
forma hierarquizada apresentou indice de fixagdo da populacdo total Fir
proximo de 5% e significativamente diferente de zero (Tabela 3). A
andlise revelou que o indice de fixagdo dentro da populagdo Fis ndo foi
significativo, e que entre as populacdes os coeficientes de
coancestralidade foram significativos na comparacdo entre capdes (Fca)
e entre geracdes, de adultos e sementes (Fas), sugerindo divergéncia
genética. Entretanto, ndo foi detectado divergéncia genética na
comparacdo entre fazendas, pois o valor de Fra ndo foi significativamente
diferente de zero.
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Tabela 3 - Estatisticas F obtidas pelos coeficientes de coancestralidade para oito
locos microssatélites em populacdes de Araucaria angustifolia (F statistics
obtained by the coancestry coefficients for eight microsatellite loci in Araucaria
angustifolia populations).

Locos Fir Fis Fra Fca Fas
Ag23 0,142 0,108 -0,021 0,033 0,037
Ag45 0,082 0,071 0,011 0,02 0,012
Ag20 0,035 -0,01 0,016 0,046 0,044
Ag56 0,024 -0,002 0,021 0,031 0,025
Ag94 0,046 0,018 -0,003 0,019 0,028
Aang24  .0,009 -0,034 0,002 0,025 0,024
CRCAcl 0,024 0,021 0,012 0,042 0,044
CRCAc2 0,09 0,067 -0,009 0,031 0,024
Média 0,054* 0,026 0,002 0,03* 0,029%*
0,022 -0,009 -0,008 0,024 0,023
IC (95%) 02093 0,’064 0,’()12 02036 0:036

Estimativas do indice de fixagdo da populagdo total (Fir) e dentro das
subpopulagdes locais (Fis); Coeficientes de coancestralidade entre Adultos e
Sementes (Fas), entre Capdes (Fca) e entre Fazendas (Fra); Intervalo de
Confianga (IC); *(p < 0,05).

Fonte: Produgao do proprio autor

DISCUSSAO
Diversidade genética

As populagdes de Araucaria angustifolia  estudadas
apresentaram indices elevados de diversidade genética, com
Heterozigosidade esperada (He = 0,674) semelhante a outros estudos com
a espécie utilizando marcadores microssatélites (CRISTOFOLINE, 2013,
He = 0,596; SANT 'ANNA et al., 2013, He = 0,639). Os resultados
indicam que a populacdo adulta ndo diferiu entre as fazendas em termos
de diversidade genética, sugerindo que estas populagdes sdo oriundas do
acumulo de véarios eventos de reproducdo e dispersdo, bem como da
sobreposicdo de geragdes. A longevidade de espécies florestais favorece
a manutencdo da diversidade por um longo periodo, mesmo depois da
exploracdo/fragmentagdo, conforme mencionado por Nason e Hamrick
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(1997) e Hamrick (2004). Assim, é confirmado que populagdes
remanescentes de A. angustifolia contém ampla diversidade genética
apesar desta representar somente uma pequena fracdo das populagdes
outrora existentes (STEFENON et al., 2007; AULER et al., 2002,
SOUSA et al., 2009)

Segundo Carvalho (2010) a Araucaria foi intensamente
explorada no século passado, com auge nas décadas de 1940 ¢ 1950, o
que reduziu o tamanho das populagdes e, consequentemente, a
diversidade genética. A diferenca verificada nos indices de diversidade
genética entre adultos e sementes (Tabela 1), pode ser um efeito da
diminui¢do do numero de individuos que estdo se reproduzindo nas
populagdes remanescentes em relagdo as populacdes originais. Ou pelo
fato de que nem todos os individuos adultos reprodutivos podem ter sido
representados na amostra de sementes. No entanto, resultados
semelhantes para a diversidade genética de adultos e progénies de A.
angustifolia foram encontrados por Sant"Anna et al. (2013). A analise da
diversidade das sementes refere-se apenas ao fluxo realizado de polen de
um Unico evento reprodutivo, mas que traz informagdes substanciais
sobre o quanto do pool génico das populagdes atuais pode ser transmitido
para as proximas geragoes.

A riqueza alélica significativamente menor nos individuos
adultos em relagdo as sementes, pode ser explicada pelo menor nlimero
de individuos amostrados. Isto pode ter ocorrido na populagdo adulta do
Capdo D (Tabela 2), a qual apresentou o menor numero de alelos
encontrados. Entretanto, a quantidade maior de alelos presente nas
sementes do que na populagdo adulta do Capdo D, sugere que alguns
alelos podem ser oriundos de individuos reprodutivos localizados fora dos
capOes analisados. Aliado a isso, a presenga de alelos exclusivos em todas
as populacdes analisadas sugere duas hipdteses: a primeira, ¢ que nem
todos os alelos presentes nos individuos reprodutivos foram passados para
as sementes analisadas, sugerindo deriva genética no processo de
reproducdo; a segunda ¢ que os alelos exclusivos encontrados nas
sementes sdo oriundos de fluxo génico externo ou pelo processo de
mutagdo, onde ambos podem, de certa forma contrapor processos de
deriva genética. Sendo estes, fatores muito importantes para manutencao
da espécie, pois os capdes estudados apresentam um numero de
individuos reprodutivos consideravelmente baixo para evitar, por si s6 0s
efeitos genéticos negativos de populacdes pequenas (Tabela 2). Segundo
Bittencourt e Sebbenn (2007), para A. angustifolia esse numero seria
insuficiente para manutencdo da populacdo por um longo periodo sem
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que tenha o efeito da endogamia. Contudo, para a espécie o fluxo génico
¢ capaz de aumentar o nimero efetivo da populacdo e ajudar a manter a
coesdo genética entre os fragmentos, minimizando os efeitos da
endogamia.

Teoricamente, espere-se niveis de endogamia baixos para
espécies dioicas (WAYCOTT et al., 1996), como a Araucaria. Dessa
forma, os resultados encontrados neste trabalho mostraram, em geral,
indices de fixacdo baixos, de acordo com o esperado para a espécie,
porém significativos para alguns casos, sugerindo endogamia. Valores de
F ndo significativos em populacdes naturais de Araucaria foram
encontrados nos estudos de Mantovani et al. (2006) e Patreze e Tsai
(2010), e significativos nos estudos de Auler et al. (2002), Stefenon ef al.
(2007), Bittencourt e Sebbenn (2009) e Sant’Anna et al. (2013). O indice
de fixacdo esperado para sementes coletadas de uma inica matriz é de no
minimo 0,125, por se tratar de individuos meio irméos. Porém para o
conjunto de sementes oriundas da coleta de 20 matrizes o valor de F foi
de 0,062, metade do valor encontrado em individuos meio irmaos,
indicando que na formagdo das sementes de cada matriz estdo ocorrendo
cruzamentos com diferentes doadores de pdlen, assim como encontrado
por Cristofolini (2013).

O indice de fixacdo ndo significativo encontrado para as
sementes amostradas nos capdes em area de campo natural (Fazenda X),
indica baixa endogamia na formag¢@o das sementes, e que estas possuem
uma heterogeneidade genética oriunda possivelmente de um elevado
fluxo de pdlen, assim como resultados encontrados por Bittencourt e
Sebbenn (2009). O que torna essas populagdes aptas a servirem como
fonte para coleta de sementes. O conjunto de sementes amostradas na area
de florestamento com Pinus (Fazenda Z), por sua vez, apresentou indice
de fixagdo significativo, com valor em torno de 7%, o que sugere a
presenca de endogamia possivelmente causado por um menor fluxo de
polen. Isso pode ser um indicio de que o florestamento com Pinus forma
uma barreira ao fluxo de polen, porém, ndo o impede, diminuindo a
migracdo de alelos entre os fragmentos. Devendo-se levar em conta que
esse efeito pode ter ocorrido devido a caracteristicas do local e que se
referem ao evento reprodutivo apenas de um ano.

E importante salientar que, apesar de haver um indicio de uma
barreira ao fluxo de pdlen formada pelos florestamentos com Pinus, as
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populagdes desta area ndo apresentam elevados indices de endogamia,
sugerindo que os mecanismos de fluxo génico da espécie estdo sendo
capazes de manter considerdveis niveis de diversidade genética na
populagdo. Atribuindo-se ao fato da espécie se reproduzir por varios anos,
ocupar o dossel das florestas e principalmente pelo polen atingir longas
distancias (BITTENCOURT; SEBBENN 2007).

Estrutura e organizacio da variacio genética

A presenca de divergéncia genética entre capdes e entre adultos
e sementes (Tabela 3), é consistente com os resultados encontrados nas
comparagdes da diversidade genética, indicando que a variagdo genética
difere entre capdes para o conjunto das populagdes de adultos e sementes.
Sant’Anna et al. (2013) também encontraram divergéncia genética entre
adultos e sementes. A amostra da populacdo reprodutiva e sua
descendéncia, permitiu inferir que essas divergéncias genéticas foram
originadas principalmente pelo fluxo realizado de poélen, e que as
eventuais divergéncias podem estar ocorrendo tanto pela baixa taxa de
troca de pélen entre individuos reprodutivos dentro dos capdes, ou pela
elevada taxa de imigracdo de polen.

A estimacdo dos coeficientes de coancestralidade permitiu
avaliar a estrutura genética em diferentes niveis da populacdo total, dessa
forma, foi possivel verificar que a presenca dos plantios de Pinus ndo foi
suficiente para que se fixassem divergéncias genéticas entre as fazendas
(Tabela 3). Todavia, os plantios florestais iniciaram nos ultimos 50 anos,
periodo em que a Araucaria angustifolia tinha uma distribui¢do natural
continua na regido (KLEIN, 1960; REITZ; KLEIN, 1966), permitindo
que houvesse uma conectividade entre as areas. Segundo Kramer et al.
(2008) a baixa divergéncia genética entre populagcdes pode ocorrer se
longas distancias forem alcangadas na dispersdo de polen. O fato das areas
estarem proximas em uma escala de ocorréncia da espécie, cerca de 9000
m, permitiu que as comparacdes entre as fazendas fossem feitas evitando-
se o viés de caracteristicas de ambientes diferentes, uma vez que
diferencas para a populagdo adulta ndo foram detectadas tanto por meio
dos indices de diversidade quanto pela divergéncia genética entre
fazendas.

Alguns estudos de estrutura genética da A. angustifolia,
encontraram que a maior parte da variabilidade genética estad distribuida
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dentro das popula¢des (AULER et al., 2002; STEFENON et al., 2007,
SOUZA et al., 2009). Esses resultados convergem com o presente estudo
ao verificar que houve uma auséncia de estrutura genética entre Fazendas,
entretanto, os resultados sdo divergentes ao verificar que a maior parte da
variagdo foi verificada entre os capdes. No entanto, isso pode ter ocorrido
por considerar-se cada capao como sendo uma populacdo. Porém as
distancias verificadas entre um capdo e outro, para cada fazenda, sdo
menores do que as distancias em que comumente verifica-se o alcance do
fluxo génico para A. angustifolia (287 m, BITTENCOURT; SEBBENN
2007; 325 m, SANT’ANNA et al. 2013; 334 m, CRISTOFOLINI, 2013).
Desse modo, sugere-se que os diferentes capdes dentro dessas fazendas
representem apenas subdivisdes de uma mesma populagio.

Uma estratégia para conservacao in situ das populacdes em meio
aos plantios florestais é a manutencao da vegetacao natural dos capdes e
a formacdo de corredores de fluxo genético entre estes, que podem ser
compostos de uma rede de pequenos fragmentos (capdes ou arvores
sozinhas). Pois importantes informacdes acerca do fluxo génico via pélen
(BURCZYK et al., 2004; SMOUSE; SORK, 2004; ROBLEDO-
ARNUNCIO; GILL, 2005; BITTENCOURT; SEBBENN, 2007) tem
mostrado que populagdes espacialmente “isoladas” podem estar
conectadas geneticamente por meio da dispersdo de polen e sementes.
Para espécies com dispersdo ou polinizag@o pelo vento, a diminuig¢do da
densidade vegetal dos plantios florestais, pela abertura estradas e aceiros,
pode aumentar ainda mais o alcance da dispersdo, podendo ainda estes
mecanismos serem utilizados como meios de protecdo florestal.

CONCLUSAO

As sementes amostradas nos remanescentes inseridos em meio
aos plantios florestais apresentaram em geral menores indices de
diversidade genética e maiores indices de fixacdo. Os resultados
demonstram que ha indicios de que o florestamento entre os capdes tende
a reduzir o fluxo de polen, entretanto, sdo necessarios acompanhamentos
de varias estacoes de reprodugdo para afirmagao deste fato. De qualquer
forma, sugere-se que estes capdes representam importantes repositorios
de diversidade da espécie Araucaria angustifolia e sua manutengdo se
concretiza como uma conservagdo in sifu, no entanto, o manejo da
paisagem no sentido de proporcionar maior fluxo de pélen ¢ essencial
para manter a diversidade da espécie nas geragdes futuras.
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CAPITULO I

Fluxo contemporaneo de polen em Araucaria angustifolia em pequenas
populacdes remanescentes (capdes) em paisagem de campo e plantios
florestais

Grupo de pesquisa Uso e Conservagao de Recursos Florestais, Centro de
Ciéncias Agroveterinarias de Lages, Universidade do Estado de Santa
Catarina. Lages, Santa Catarina.
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RESUMO

Um dos principais mecanismos que mantém a coesdo genética entre as
populagdes ¢ o fluxo de pdlen entre elas. Objetivou-se investigar a
influéncia de plantios de Pinus no padrio de dispersdo de pdlen de
pequenas populagdes remanescentes (Capdes) de Araucaria angustifolia.
Para isso, foram conduzidas andlises de paternidade com oito locos
microssatélites para quatro populacdes de A. angustifolia, onde duas se
encontravam em area de campo e duas em areas de plantios de Pinus,
ambas no municipio de Lages, SC. Nas areas de estudo (Capdes) foram
mapeados e genotipados todos os 68 individuos machos reprodutivos e
mais 400 sementes retiradas de 20 plantas matrizes (cinco por populacao).
A andlise de paternidade revelou, para a drea de campo a que distancia
média de polinizacdo foi de 170 m e o nimero efetivo de polinizadores
Nep foi de 9,8 e para area de plantio a distancia média de polinizagdo foi
de 67 m e o numero de polinizadores efetivos foi de 6,7. Maiores
distancias de podlen foram encontradas nas areas de campo que
apresentaram uma taxa de imigracao de polen de 46%, enquanto a area de
plantio apresentou 33%. Sendo esses resultados um indicio de que os
plantios de Pinus podem agir como barreira ao fluxo de pélen, embora
ainda ocorre fluxo através dos plantios. Verificou-se a presenga de
estrutura genética espacial ndo significativa para os individuos adultos em
ambas as 4reas. Nem todos os individuos reprodutivos presentes nos
remanescentes contribuiram para a formagdo da amostra de sementes,
entretanto o fluxo de podlen externo contribuiu efetivamente para
formacao das sementes de dentro do capao.

Palavras chave: isolamento por barreira, estrutura genética espacial,
sistema reprodutivo, distancia de polinizacdo, analise de paternidade
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INTRODUGCAO

Grande parte das populagdes remanescentes de espécies
florestais encontram-se fragmentadas e o elemento chave para prever os
efeitos da fragmentagdo ¢ o nivel de fluxo génico entre as populagdes
(HAMRICK, 2004). A fragmentacdo pode interferir no sistema de
cruzamento e no fluxo génico de pequenas populacdes e arvores isoladas,
alterando o0s processos ecologicos e evolutivos das populagdes
(CUERTAS-HERNANDES et al., 2010) resultando em significativos
niveis de endogamia, coancestria, divergéncia populacional e reducdo de
diversidade genética (WHITE et al., 2002; BURCZYK et al., 2004;
HANSON et al.2008; SEBBENN et al., 2011; BREED et al., 2012.
Entretanto, os efeitos negativos previstos na teoria da genética de
pequenas populagdes podem ser ausentes em fragmentos florestais se
estes apresentarem efetivo fluxo génico de polen e sementes a longas
distancias (HAMRICK 2004; KRAMER et al.2008).

O fluxo génico ¢ um dos fatores mais importantes na formagao
da estrutura genética das populagdes (BURCZIK et al., 2004), sendo o
principal mecanismo que mantém a coesdo genética entre populagdes
(FUCHS e HAMRICK 2010). O fluxo de poélen, por sua vez, tem sido
considerado como o maior componente do fluxo génico de espécies
florestais polinizadas pelo vento (DOW e ASHLEY 1998; DYER e
SORK 2001; ROBLEDO-ARNUNCIO e GILL 2005; SMOUSE e SORK
2004). Nesse contexto, fragmentos florestais e arvores isoladas podem
servir de importantes trampolins para fluxo génico, favorecendo a
conectividade e aumentando a variabilidade da populagdo (CHASEET al,
1996; DICK, 2001; WHITE et al, 1999,2002).

Pequenas populagdes isoladas fornecem uma interessante
oportunidade para estudos do sistema de cruzamento e dispersdo de polen.
O reduzido niimero de individuos presente nos pequenos fragmentos
potencialmente permite discriminar as contribui¢des dos doadores de
polen na populagdo e as taxas de imigracdo de poélen (ROBLEDO-
ARNUNCIO e GILL 2005). Métodos baseados em analise de paternidade
tem sido largamente usados para caracterizar os padrdes de dispersdo de
polen em espécies florestais (BURCZYK et al, 1996; DOW e ASHLEY,
1998; KONUMA et al, 2000; LIAN et al, 2001; BURCZYK et al, 2002;
ROBLEDO-ARNUNCIO; GILL, 2005, BITTENCOURT e SEBBENN
2007, MORAES e SEBBENN 2011, SANT’ANNA et al, 2013),
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fornecendo estimativas precisas do efetivo fluxo de pdlen e da distancia
de polinizagdo a partir da localizagdo dos pais potenciais dentro da
populagdo local (BURCZYK et al., 2004). Essas informagdes fornecem
importantes suposi¢des a respeito da conservagdo e elaboracdo de
estratégias de manejo (BAWA 1992; ALVAREZ-BUYLLA et al. 1996;
REIS et al. 2000, NAZARENO 2013).

Varios sdo os estudos ja realizados caracterizando a estrutura ¢ a
diversidade genética de individuos adultos de Araucaria angustifolia
(AULER et al., 2002; MANTOVANI et al., 2006, STEFENON et al.,
2008, SOUZA et al., 2009; BITTENCOURT e SEBBENN 2009), bem
como evidenciando o fluxo génico (BITTENCOURT e SEBBENN, 2007,
2008, SANT ANNA et al., 2013, CRISTOFOLINI, 2013) com intuito de
promover a conservagdo genética da espécie. Esses estudos fornecem
varias informagdes acerca da organizagao da variabilidade genética, fluxo
génico bem como os efeitos genéticos da fragmentagdo de habitats em
pequenas populagdes isoladas. De fato a fragmentacdo pode isolar
populagdes devido a distancia, porém esse isolamento pode ser ainda
maior, pela presenga de barreiras fisicas formadas pela substitui¢do da
paisagem natural de campo por plantios florestais e, para Araucaria
angustifolia (Bert.) Kuntze, atualmente os estudos verificando esses
efeitos s@o inexistentes.

Neste estudo investigou-se os padrdes de reproducéo e dispersdo
de podlen em pequenos remanescentes de floresta (Capdes) com A.
angustifolia inseridos em paisagens de campo e florestamento com Pinus,
por meio da analise de paternidade a partir dos genotipos obtidos com oito
locos microssatélites. Avaliou-se também os efeitos da paisagem na
distancia de polinizagdo e na taxa de imigragdo de pdlen, para cada
situacdo. Foram testadas trés principais hipoteses: Primeiro, a matriz
florestal formada por plantios de Pinus age como barreira ao fluxo de
polen entre capdes com A. anmgustifolia localizados em meio a estes
plantios florestais, ¢ dessa forma, o fluxo de pdlen ¢ maior em areas de
campo do que em ambientes florestais; Segundo, capdes com A.
angustifolia em meio aos florestamentos com Pinus possuem um
isolamento e as sementes geradas nesses ambientes sdo oriundas de
cruzamento entre individuos mais préoximos; e por fim testou-se se o
nimero de pais que contribuem na formagdo das sementes de A.
angustifolia ¢ maior em areas de campo, pelo maior fluxo de polen, do
que em areas sujeitas a altas densidades vegetais como florestamento com
Pinus.
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MATERIAIS E METODOS
Espécie de estudo

A Araucaria angustifolia (Bert.) Kuntze (Araucariaceae) ¢ uma
conifera, dioica, polinizada pelo vento que ocorre exclusivamente na
Floresta Ombroéfila Mista. A Araucdria possui uma distribuicdo
geografica de ocorréncia natural com maior concentragdo nos estados de
Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana e em pequenas manchas nas
partes mais altas de S3o Paulo e Minas Gerais (CARVALHO, 1994).
Exemplares da espécie podem apresentar 20 a 25 metros de altura com
tronco geralmente cilindrico (KLEIN, 1960; REITZ et al, 1979;
CARVALHO 1994). A formacao das suas sementes ocorre num periodo
compreendido de 29 a 34 meses, com inicio a partir da diferenciagdo
celular para formagdo da estrutura reprodutiva, seguido pela polinizagao,
que ocorre um ano depois e finalmente a maturagdo das sementes ocorre
20 meses ap0ds a polinizagdo (ANSELMINI et al., 2006).

Areas de estudo

O estudo foi realizado em duas propriedades privadas localizadas
no municipio de Lages proximo ao entroncamento com a BR 116 e a BR
282, regido do Planalto Sul Catarinense. As fazendas estdo localizadas
entre a latitude 27° 46" Sul e longitude 50°22" Oeste, com altitude em
torno de 950 m. O clima predominante na regido ¢ do tipo Cfb de Képpen
(mesotérmico subtropical umido, com verdes frescos, sem estagdo seca
definida, com ocorréncia de geadas severas e frequentes durante o
inverno). A precipitagdo média anual ¢ de 1200 mm, com temperaturas
oscilando entre -7°C a 35°C e média de 16°C. A cobertura vegetal original
desta regido ¢ descrita por Klein (1978) como Vegetacdo Ombrofila
Mista. Segundo Mattos (1994) é comum nesta regido a formacao de
capoOes de Mata com Araucaria espalhados pelos campos. A vegetacdo
dos campos possui uma predominancia de agrupamentos herbaceos
associados a capdes e matas de galeria, muitas vezes se alargando e
formando bosques de pinhais em meio a vegetacdo campestre (Klein,
1978).

Das fazendas selecionadas a Fazenda Cruz de Malta representa
matriz de campo e a Fazenda Espigdo representa a matriz de paisagem de
plantios florestais, que neste estudo denominaram-se de Fazenda X e
Fazenda Z, respectivamente. A paisagem que constitui a Fazenda X ¢ um
mosaico entre fragmentos de floresta com Araucaria (Capdes) em meio
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aos campos naturais, com histérico de uso com pecuaria extensiva e
atualmente esta sendo convertida para silvicultura. O segundo ambiente
apresenta fragmentos com Araucéria (Capdes) em meio a florestamentos
de Pinus, e possui um histérico de uso da area com pecudria e
bovinocultura de leite, que foi convertida para silvicultura de Pinus na
metade da década de 1960 e atualmente os povoamentos de Pinus
encontram-se no final do terceiro ciclo, com altura superior as arvores de
Araucaria presente nos capdes.

Demografia

O levantamento demografico feito em cada ambiente (Fazenda)
amostrou dois fragmentos (capdes) por fazenda, sendo os fragmentos da
Fazenda X denominados de Capao A e Capao B e os fragmentos da
Fazenda Z denominados de Capdes C e D (Figura 2). Com distancias
médias de 9000 metros entre as fazendas, 360 metros entre os Capdes A
e B e 270 metros entre os capdes C e D. Dentro dos capdes todos os
individuos de A. angustifolia foram mapeados (georrefenciados com um
GPS), mensurados e, aqueles com DAP (Didmetro a altura do peito)
acima de 20 cm foram etiquetados com placa de aluminio contendo o
nome da fazenda, capao e nimero do individuo. A sexagem foi verificada
através das estruturas reprodutivas microestrobilo e megastrobilo com
auxilio de um bin6culo. Aqueles individuos que ndo apresentaram
estrutura reprodutiva foram considerados como ndo reprodutivos.
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Figura 2 — Mapa dos individuos de Araucaria angustifolia analisados em
paisagem de Campo (Fazenda X) e em paisagem de plantios de Pinus (Fazenda
7).

Fonte: Produgao do proprio autor

Coleta para analise genética

Para andlise genética e de paternidade foi realizada coleta de
pequenos ramos contendo cerca de 50 aciculas, para todos individuos
reprodutivos identificados como masculinos e para as matrizes das quais
foram coletas sementes. Cinco plantas mae por capao foram selecionadas
para coleta de sementes, onde coletou-se de cada uma delas cinco pinhas,
e destas foram retiradas quatro sementes de cada. Em sintese foram
amostrados, quatro sementes por pinha, cinco pinhas por matriz e cinco
matrizes por capdo. Em niimero isso representa um total de 400 sementes,
100 pinhas e 20 matrizes. A coleta dos ramos dos individuos machos e
das matrizes foi realizada com uso de estilingue, sendo cada ramo
armazenado em sacos individuais e acondicionados em caixas térmicas
com gelo para posteriormente serem armazenados no laboratorio. A
coleta das sementes foi feita através de escalada e retirada das pinhas. As
amostras de ramos foram armazenadas em Freezer a -20°C e as sementes
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em geladeira a -4°C, ambas no Laboratorio DNA UDESC da
Universidade do Estado de Santa Catarina. O nimero de individuos
masculinos reprodutivos analisados para os capdes A, B, C, e D foi de 16,
21, 14 e 13, respectivamente.

Extracido de DNA e amplificacao

O procedimento utilizado para extragdo do DNA foi pelo método
CTAB (brometo de cetil trimetil amonio) de acordo com o protocolo de
extragdo proposto por Mazza e Bittencourt (2000), com pequenos ajustes
feitos para extragdo das sementes e adequacdo as condi¢des do
laboratorio. Para extragdo do DNA das sementes foi utilizado o tecido do
embrido.

Para as reagdes de amplificagdo via PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) testou-se 11 locos microssatélites descritos para espécie, mas
apenas oito foram selecionados para andlise, por serem classificados
como aptos a deteccao fiel dos alelos nos eletroferogramas. Dos oito locos
utilizados neste estudo foram feitas reagdes de otimizagdo para quatro
reacOes chamadas de biplex (Tabela 4). Para amplificacdo das amostras
foi utilizada uma reagdo contendo 30 ng de DNA, 0,2 uM de cada primer,
0,2 mM de cada DNTP, 1x Tampao, 1,5 mM Cloreto de Magnésio, 0,8 U
de Platinum® 7aq DNA Polimerase (Invitrogen) e dgua ultrapura para
um volume final de 15 pL. Foi utilizado um termociclador Veriti 96 well
Thermal Cycler para realizagio da PCR da seguinte maneira:
desnaturagdo inicial a 95°C por 3 min, 30 ciclos com as etapas de
desnaturacdo a 94°C por 45 s, To°C por 45 s, extensdo a 72°C por 45 s e
extensdo final conforme descri¢do na Tabela 4.

Tabela 4 — Locos microssatélites otimizados em reagdes biplex para analise e
caracterizacdo genética em Araucaria angustifolia.

Locos Reacdo  T,°C Extensdo final Autores

Ag9%4 Biplex I 55 72°C por 7 min Salgueiro et al., (2005)
Aang?4  Biplex 1 55 72°C por 7min  Schimidt et al., (2007)
Ag23 Biplex 2 56 72°C por 7 min Salgueiro et al., (2005)
Agds Biplex2 56 72°C por 7 min Salgueiro et al., (2005)
Ag20 Biplex3 60 60°C por 60 min  Salgueiro et al., (2005)
Ag56 Biplex 3 60 60°C por 60 min  Salgueiro et al., (2005)
CRCAcl Biplex4 54 60°C por 60 min  Scott et al., (2003)
CRCAc2 Biplex4 54 60°C por 60 min _ Scott et al., (2003)

T., temperatura de anelamento. Fonte: Produgdo do proprio autor
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Genotipagem

A genotipagem foi realizada através da leitura de fluorescéncia
de cada amostra amplificada, por uma reacdo com contendo 1,2 uL de
produto amplificado, 0,4 pL de GS600 LIZ® e 8,6 uL de formamida HI-
DI™, A detecgdo da fluorescéncia foi através da técnica de eletroforese
capilar em Sequenciador Automatico ABI 3130 (Applied Biosystems). O
tamanho dos fragmentos (alelos) de cada reagdo biplex foi determinado
por interpretagdo dos picos de fluorescéncia gerados nos eletroferogramas
através do software GeneMapper v.3.2 (Applied Biosystems).

Analise da diversidade genética

A diversidade genética de adultos e sementes verificada por meio
de oito locos microssatélites foi caracterizada pelo nimero de alelos por
loco, Heterozigosidade observada (Ho) e Heterozigosidade esperada (He)
em equilibrio de Hardy-Weinberg. Para as populagdes estudadas e para o
conjunto de locos utilizado estimou-se probabilidade de exclusdo para o
par de parentes paterno (Px)) (Tabela 6). Essas analises foram conduzidas
utilizando-se o programa CERVUS 3.0 (MARSHALL et al., 1998;
KALINOWSKI et al., 2007).

Estrutura genética espacial

A distribuigd@o espacial dos genotipos adultos para cada fazenda
foi analisada utilizando-se a estimativa do coeficiente de coancestria entre
pares de arvores (6xy) proposto por J. Nason e descrito por Loiselle ef al.
(1995). O coeficiente 0xy € a extensdo da similaridade entre os individuos
X ey, relativo a similaridade genética média entre dois individuos
aleatérios da amostra (HARDY ¢ VEKEMANS, 2002). Este coeficiente
¢ definido para cada k-ésimo alelo do I-ésimo loco em cada par de
(;xlk—_Plk)Ep_yzk— mk)] n [Zl 1_ ’

12k Pue(1=Dik) (2n;-1)
em que pxik € Pylk s3o as frequéncias do alelo k no loco 1 no individuo x e
y, respectivamente (assumindo valores de zero, 0,5 ¢ 1 em homozigotos
para alelos alternativos, heterozigotos e individuos homozigotos para o
alelo em consideragdo, respectivamente). py, € a frequéncia média do
alelo k no loco 1 na populagdo amostrada; n; ¢é o niumero de alelos
existentes no loco 1. Para visualizagdo da estrutura genética espacial, os
valores de Oy, foram calculados para a média de pares de individuos
dentro de dez classes de distancia determinadas para contemplar os dados

individuos, x e y, como: Oxy = [Zle
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e para fins de comparacdo com outros estudos. Foram determinadas dez
classes (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450 ¢ 500) todas de
tamanho de 50 m. Para testar se os valores dentro de cada classe eram
significativamente diferentes de zero, um intervalo de confianga a 95%
de probabilidade foi calculado para cada valor observado em cada classe
de distancia, usando 10.000 permutagdes de individuos em diferentes
classes de distancia. O intervalo de confianga e os valores médios foram
utilizados para construir o correlograma. Essas analises foram realizadas
utilizando o programa SPAGEDI versio 1.3 (HARDY ¢ VEKEMANS
2002).

Sistema reprodutivo, nimero efetivo de doadores de pélen
e coancestria

O sistema reprodutivo foi analisado com base no modelo de
cruzamento misto € o modelo de cruzamento -correlacionado,
implementado no software Multilocos MLTR versdo 3.1 (RITLAND,
2004). Estimou-se para as duas fazendas os parimetros de taxa de
cruzamento multiloco (tm), taxa de cruzamento uniloco (ts) e taxa de
cruzamento entre individuos aparentados (tm-ts). O erro padrao das
estimativas foi calculado por 1.000 permutacdes entre individuos e usado
para obter o intervalo de confianca de 95%. O nimero efetivo de doadores
de polen foi estimado, de acordo com Burczik et al. (1996), a partir do
nimero de doadores de pc')len detectados por analise de paternidade (7,),
como sendo Nep =1/ Zl 1pl , onde n, ¢ o nimero de sementes
analisadas e p; é a propor¢ao de sementes geradas pelo pai i. A partir do
numero efetivo de doadores de polen de cada fazenda estimou-se a
correlagdo de paternidade como 7, = 1 /IVep Com base na correlagdo de
paternidade, o coeficiente médio de coancestria dentro das familias (@xy)
foi estimado como (E)xy =0,125(1 + E, »)(1+17,), onde Fp ¢ o
coeficiente de endogamia na populagdo reprodutiva (Sousa et al. 2005).
A variancia no tamanho efetivo (Nes)) para as familias foi estimado como
IVe(v) = O,S/ny (COCKERHAM 1969).

Analises de paternidade

A Anadlise de paternidade, de cada semente coletada das arvores
matrizes, foi realizada por meio da atribuicdo de maxima-probabilidade
de paternidade (maximum-likelihood paternity assigment) (MEAGHER
1986, MEAGHER ¢ THOMPSON, 1986). A paternidade foi atribuida
pela comparagdo dos genotipos obtidos por meio de oito locos
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microssatélites, para os individuos machos, plantas mie e sementes
utilizando o programa CERVUS 3.0 (MARSHALL et al.1998;
KALINOWSKI et al. 2007), empregando-se como referéncia as
frequéncias alélicas estimadas apenas na geracao parental, como sugerido
por Meagher e Thompson (1987). Os alelos imigrantes, detectados nas
sementes e que ndo se encontravam na populacdo adulta reprodutiva,
tiveram sua frequéncia estimada e foram adicionados ao arquivo com as
frequéncias alélicas de referéncia da geragdo parental. O pai mais
provavel foi determinado pelo valor de A (MARSHALL et al.1998,
KALINOWSKI et al. 2007) e que ¢ a diferenga dos escores LOD
(logaritmo natural da probabilidade de um individuo ser atribuido como
pai acumulada entre os locos) dos dois mais provaveis pais de um
individuo. Foi atribuido um valor critico de A, através de um nivel de
confianca, onde simulagdes foram conduzidas usando 1000 repeti¢des,
0.01 como a proporgdo de erros de digitagdo, 0,99 como percentagem de
locos digitados e como provaveis candidatos a pai para cada semente
teve-se 44 e 27 para as Fazendas X e Y, respectivamente. Usou-se para
os intervalos de confianga 95% como restrito ¢ 80% como relaxado, assim
como sugerido por Marshall et al., (1998). Como todos os machos e
matrizes da populagdo tinham o seu genotipo determinado e sua posi¢do
espacial conhecida em termos de coordenadas X e Y, as sementes que
tiveram o pai determinado foram utilizadas para determinar as efetivas
distancias minima, maxima e média de dispersdo de poélen, que
correspondia a distancia linear entre a matriz e o putativo pai. No caso em
que o pai ndo foi determinado dentro do capdo, ndo foi possivel calcular
a distancia de polen pelo fato do doador de polen estar fora da amostra. A
taxa de imigragdo de polen (m) foi calculada como a proporgdo de
sementes que ndo tiveram um candidato a pai determinado dentro do
capao, (Mimigrane) €m relacdo ao total de sementes genotipados (7iorr)
dentro da populagdo, M = fimigrante/Mtotai-

O fluxo génico critico (FGc), que é a probabilidade de encontrar
um candidato compativel como pai dentro da populagdo, quando o
verdadeiro pai encontra-se fora da populagdo, foi calculado segundo Dow
e Ashley (1998), FG; =1 — (1 — Ppgyxc) ™, em que Py € 0 poder de
nao 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 € o numero de candidatos a pai encontrados como putativos
parentais paternos na analise de paternidade.
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RESULTADOS

Estrutura genética espacial

Verificou-se que ndo houve estrutura genética espacial
significativa, de acordo com o coeficiente de coancestria, para as classes
de distancia avaliadas (Figuras 3 e 4). O coeficiente de coancestria médio
estimado para todas as classes foi de 0,0034 ¢ 0,00014, para as fazendas
X e Z, respectivamente. De acordo com o intervalo de confianga de 95%
estimado por jackknife entre locos, o coeficiente de coancestria ndo foi
significativamente diferente de zero para todas as classes de distancias
analisadas, tanto para a fazenda X quanto para a fazenda Z.
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I B —
=¥}
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o
=] ]
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Figura 3 — Estrutura genética espacial nos individuos adultos reprodutivos de
Araucaria angustifolia em capdes em meio ao campo. 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
hipotese de auséncia de estrutura genética. (HO: Oxy =0).

Fonte: Produgdo do proprio autor
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Figura 4 — Estrutura genética espacial nos individuos adultos reprodutivos de
Araucaria angustifolia em capdes em meio a plantios de Pinus. 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 hipotese de auséncia de estrutura genética. (HO: 6xy =0).

Fonte: Produgao do proprio autor

Sistema reprodutivo, nimero efetivo de doadores de pélen
e coancestria

A taxa de cruzamento multilocos estimada para os grupos
formados pelos capdes dentro de cada fazenda variou de 0,981 a 1,2 (em
termos praticos o valor 1,2 ndo difere de 1) e taxa de cruzamento uniloco
variou de 0,909 a 0,973, os valores médios de cada fazenda estdo
sumarizados na Tabela 5. A diferenca entre essas taxas foi baixa,
sugerindo uma baixa propor¢do de acasalamento entre individuos
aparentados, com valores de tm-ts de 0,022 a 0,052, para as Fazendas X
e Z, respectivamente.

O numero efetivo de doadores de podlen calculado para Fazenda
X foi de Nep = 16,4 ¢ para a Fazenda Z de Nep = 8,9 (Tabela 7). O
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coeficiente médio de coancestria dentro das familias (®yy) e a variagdo de
tamanho efetivo (N.ny) foi estimado como 0,128 e 3,9, respectivamente
para Fazenda X. Para a Fazenda Z esses valores foram Oxy = 0,139 e N,
= 3,59 (Tabela 5).

Tabela 5 — Caracteristicas do sistema de cruzamento em individuos de Araucaria
angustifolia presentes em paisagem de campo (Fazenda X) e em area de
florestamento com Pinus (Fazenda Z).

Estimativa Fazenda X  Fazenda Z

Taxa de cruzamento multiloco: tm 1,2 (0.00) 0,99 (0.069)

Taxa de cruzamento uniloco: ts 0.971 0.938 (0.021)
(0.012)

Taxa de cruzamento entre parentes: tm-ts  0.0229 0.052 (0.065)
(0.012)

Coeficiente de coancestria dentro das 0,128 0,139

familias: Oy

Correlagdo de paternidade: rp, = 1/Ngp: 0,061 0,112

Variagdo de tamanho efetivo: New) 3,9 3,59

Fonte: Produgao do proprio autor

Diversidade genética e andlise de paternidade

Para o total de individuos amostrados incluindo a fazenda com
campo (adultos e sementes) ¢ a fazenda com plantios de Pinus (adultos e
sementes), o nimero de alelos por loco variou de 4 a 21, com média de
11,1 e um total de 91 alelos (Tabela 6). A heterozigosidade observada
variou de 0,178 a 0,875 (média de 0,649), e a heterozigosidade esperada
variou de 0,146 a 0,882 (média de 0,681). A probabilidade de exclusdo
com o conjunto de locos utilizado foi de 0,99998 para o par de parentes.
O fluxo génico critico verificado nas sementes foi de 0,0008 e 0,0005 para
as fazendas X e Z respectivamente, o que representa um nimero baixo de
individuos serem atribuidos como pai erroneamente.
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Tabela 6 — Caracteristicas dos oito locos microssatélites usados em populagdes
de Araucaria angustifolia de campo e plantios de Pinus.

Locos n k Ho He Pex)
Ag23 484 12 0,674 0,782 0,139
Aga5 489 4 0,409 0,443 0,077
Ag20 488 21 0,816 0,832 0,02
Ag56 488 8 0,762 0,771 0,012
Ag94 487 14 0,846 0,882 0,041
Aang24 489 13 0,875 0,862 -0,015
CRCAcl 490 5 0,145 0,146 0,01
CRCAc2 484 14 0,665 0,728 0,086
Média 11,3 0,649 0,681 -
Total 91 - - 0,99998

n: nimero de individuos; k: nimero de alelos; Ho: heterozigosidade observada;
He: heterozigosidade esperada; P(ex): probabilidade de exclusdo para o par de
parentes paterno.

Fonte: Produgao do proprio autor

Todas as sementes que o doador de pdlen foi atribuido através da
analise de paternidade no programa Cervus, foram atribuidas com o
intervalo de confianga restrito (95%). Das 400 sementes amostradas neste
estudo, a genotipagem foi possivel para 398, sendo que o doador de polen
pode ser atribuido para 268 (67%) sementes. Para as sementes oriundas
dos capdes em drea de campo (Fazenda X), das 199 sementes genotipadas
o doador de poélen foi atribuido para 123 (62%), e para os capdes em meio
aos plantios de Pinus foi atribuido o doador de pdlen para 145 (75%) das
198 sementes genotipadas. As demais sementes, 75 (38%) para a fazenda
X e 65 (25%) para a fazenda Z, representam polen originado de arvores
de fora dos capdes estudados (Tabela 7). Determinou-se que dos 69
possiveis doadores de polen amostrados, 51 (74%) deles foram atribuidos
como pai de pelo menos uma semente, as outras plantas possivelmente
ndo entraram na amostra, ou podem nao ter deixado descendentes, neste
evento reprodutivo. Para cada uma das matrizes analisadas atribuiu-se a
paternidade para no minimo seis sementes (matriz ZD01-F) e para todas
as sementes coletadas (matriz ZCO1-F). Para a Fazenda X das 123
sementes cujo doador de poélen foi atribuido, 16 (13%) delas o doador de
poélen foi encontrado no outro capdo analisado, e para a Fazenda Z esse
numero foi 13 (9%) de 145. A contribui¢do minima de doadores de pdlen
por matriz analisada foi encontrada na matriz ZC04-F, presente no capao
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C, com apenas dois pais atribuidos para 19 sementes, ¢ a maior
contribui¢do de doadores de polen por matriz foi de oito para nove
sementes com paternidade atribuida (matriz XB10-F), presente no capao
B.

Distancia de polinizaciao e fluxo génico

Para as sementes que ndo foram possiveis de atribuir o doador de
polen dentro do capdo assumiu-se como imigracdo de polen, assim
também considerou-se quando o pai atribuido localizava-se em outro
capdo. Dessa forma, a taxa de imigra¢do de polen foi de 46% para
Fazenda X e de 33% para Fazenda Z (Tabela 7). As maiores trocas dentro
do capdo ocorreram no capao C, e as maiores trocas entre capoes
ocorreram no capao B.

Para a Fazenda X, dos 46% do fluxo de pdlen caracterizado como
imigracdo, 8% migrou de um dos capdes analisados para o outro, que
apresentava distancia média entre individuos reprodutivos de 365 m. Para
a fazenda Z dos 33% do pdlen oriundo de fora do capdo, 6% foi troca
entre os dois capdes analisados, com distancia média entre os individuos
reprodutivos de 215 m. Apesar da fazenda Z apresentar menores
distancias médias entre os individuos, estes apresentaram um menor fluxo
entre capdes, do que a fazenda X. A distdncia média efetiva de
polinizacdo foi de 170 m, com minima de cinco metros e maxima de 728
m para os capdes presentes em areas de campo (Fazenda X) e para os
capdes inseridos em meio aos plantios de Pinus (Fazenda Z) as distancias
média, minima e maxima foram 67, quatro e 432 m, respectivamente.
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Tabela 7 — Fluxo de pdlen por matriz de Araucaria angustifolia inseridas em paisagem

de campo natural (Fazenda X) e em florestamento com Pinus (Fazenda Z).
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A movimentacdo de polen obtida a partir da distancia entre o doador
de pdlen e a planta matriz oscilou de quatro a 728 m, com média geral de 90
m e desvio padrdo de 167 m. Comparativamente, pela disposi¢do espacial
dos individuos dentro e entre os capdes, as distancias de dispersdo de poélen
foram maiores entre capdes (média de 530 m), do que dentro dos capdes
(média de 35 m). Cerca de 75% do polen foi disperso a uma distancia menor
que 100 m (Figuras 4a e 4b).
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Figura 4 — Distribuicdo das frequéncias de distancias entre pares de plantas
masculinas e matrizes, e distancias verificadas de fluxo de polen baseada em analise
de paternidade de sementes de Araucaria angustifolia em capdes em paisagem de
campo (a), e em paisagem de florestamento com Pinus (b).

Fonte: Produgao do proprio autor
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DISCUSSAO
Diversidade genética e andlise de paternidade

Analises de paternidade s3o comumente Dbaseadas em
probabilidades, obtidas com um conjunto de locos, sendo expressas por um
poder de exclusdo, e essa probabilidade aumenta com o numero de
informacao polimoérfica e/ou ntimero de locos. Neste estudo, a probabilidade
de ter-se atribuido um individuo erroneamente como pai quando o verdadeiro
pai se encontra fora da amostra foi muito pequena (0,0006), ou seja a chance
de um individuo ter sido erroneamente atribuido como pai pela analise de
paternidade foi menor que 1%. No estudo, isso representa 0,12 semente
(0,0006x198). Dessa forma, os niveis de fluxo génico critico ndo
representaram viés na estimativa da taxa de imigracao de polen.

A coleta de sementes diretamente na planta matriz, como realizado
no presente estudo, evita a necessidade de se realizar uma andlise para
distinguir o parental materno do paterno, onde o candidato localizado mais
préoximo ao suposto filho é considerado como o parental materno e o mais
distante como o parental paterno. Uma vez que esse procedimento pode
introduzir alguns erros na estimativa da distancia direta de dispersdo de
polen, isso foi evitado pela coleta das sementes diretamente na planta mae e
pela possibilidade de distingdo dos gendtipos maternos e paternos. Neste
caso, cada pinhao representa um evento independente, e apenas dois pinhdes
caracterizados como irmdos completos apresentaram, para o conjunto de
locos utilizados, um mesmo genotipo.

Bittencourt e Sebbenn (2007) encontraram para cada matriz um
nimero efetivo médio de doadores de pdlen de 12,6, com 124 possiveis
doadores de podlen, enquanto o presente estudo encontrou uma média de
quatro doadores de pdlen por matriz. Isso pode ser atribuido ao menor
nimero de doadores de pdlen possiveis, que foi de 44 para a fazenda X e 27
para a fazenda Z, e ainda assim, dos possiveis doadores apenas 32 e 19
contribuiram para a fertilizagdo das sementes para as fazendas X e Z,
respectivamente. A variagdo de tamanho efetivo populacional médio
encontrada ao analisar 20 sementes por matriz foi de 3,75, semelhante ao
maximo esperado em uma populagdo panmitica (Newv) = 0,5/@meios-irmaos =
0,5/0,125 = 4). Além disso, auséncia de estrutura genética verificada nas
populagdes estudadas, sugere que os cruzamentos estejam ocorrendo ao
acaso. No entanto, considerando que as matrizes produziram cerca de 100
sementes por pinha (dados ndo apresentados), cada pinha ird conter uma
propor¢ao de pinhdes meios-irmaos e irmaos-completos.
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Estrutura genética espacial

A andlise da estrutura genética espacial evidencia uma auséncia de
estruturagdo dos genotipos nas populagdes dentro das fazendas, semelhante
a uma populagdo panmitica. Autocorrelagdes ndo significativas encontradas
para todas as classes de distancia, sugere que as arvores ocorrem sem que
haja uma maior semelhanca genética em funcdo da distincia entre elas.
Chung et al. (2002) também encontraram uma estrutura especial ndo
significativa estudando populag¢des de Quercus robur. Um comportamento
diferente ¢ apresentado pela Araucaria angustifolia quando em ambiente de
continuos florestais, onde a presencga de estrutura genética interna é marcante
(MANTOVANI et al., 2006, SANT’ANNA et al., 2013, STEFENON et al.,
2008) e individuos mais proximos tendem serem mais relacionados.

Uma explicagdo para este fato pode ser o baixo numero de
individuos adultos presentes nos capdes, favorecendo que os genotipos
estejam distribuidos aleatoriamente no espacgo. A presenca de fluxo gé€nico
historico entre as fazendas, como sugerido no capitulo anterior, pode ter
contribuido para a ndo estruturagdo das populacdes atuais. Ha ainda a
possibilidade que estes individuos tenham sido originados a partir de eventos
reprodutivos diferentes, e que individuos mais aparentados podem ter sido
eliminados pela sele¢do natural. A¢des antrépicas como processos de
exploracdo madeireira da espécie na regido (CARVALHO, 2010) e até
mesmo o pisoteio do gado, ndo sé eliminaram parte da geragdo parental dos
individuos adultos reprodutivos, quanto possivelmente impediram que
muitos regenerantes chegassem a fase adulta suavizando os efeitos de uma
estruturagdo causada por individuos oriundos do cruzamento entre
aparentados e dispersdo a curtas distancias. Contudo, sugere-se que 0s
mecanismos que causam desvios nos cruzamentos aleatorios e favorecem o
cruzamento de individuos aparentados ndo foram suficientes para a formagao
de uma estrutura genética interna nas populagdes estudadas.

Sistema reprodutivo, numero efetivo de doadores de polen e
coancestria

A diferenca da taxa de cruzamento multiloco para a unidade (1,0) é
a porcentagem dos cruzamentos que ocorrem entre individuos aparentados,
os valores encontrados (Tabela 5), indicam que esse tipo cruzamentos ndo €
frequente nas populagdes estudadas. O que de certa forma colabora para a
ndo formacdo de uma estrutura genética, como verificado anteriormente.
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Para cada matriz analisada, observou-se uma variagdo no nimero
efetivo de doadores de pdlen entre os ambientes analisados, com uma
proporcao de cruzamentos correlacionados de 1, = 0,06 para Fazenda X e 1,
=0,11 para Fazenda Z. Porém, os valores do coeficiente de coancestria dentro
das familias (Tabela 5) indicam que os cruzamentos entre aparentados néo
estdo gerando sementes com grau de parentesco superior que se espera para
individuos meio irmaos, (@meios-irmios = 0,125).

Resultados da correlagdo de paternidade, variagdo de tamanho
efetivo e coeficiente de coancestria sugerem ndo expressiva taxa de
cruzamento entre individuos aparentados nas populagdes em area de campo,
evidenciando o valor de F ndo significativo encontrado no capitulo I. Por
outro lado, as populacdes em meio aos plantios de Pinus tendem apresentar
maiores taxas de cruzamento entre parentes com a presenga do indice de
fixagdo significativo (Capitulo I).

Fluxo génico

Pela reducdo de anteparos, a remocdo da floresta (ou a auséncia)
pode melhorar a dispersao pelo vento de espécies florestais (BACLES et al.,
2006). Essa constatagdo corrobora com os resultados encontrados pela
analise de paternidade das sementes, refor¢ando a ideia de que as populagdes
em darea campo possuem maior fluxo de pdlen do que areas com
florestamento com Pinus, diminuindo os efeitos da diferenciacdo genética e
da endogamia, como verificado no capitulo I.

Os niveis de fluxo de polen a longas distancias encontrados neste
trabalho sdo similares ao observado por outros autores para espécies
polinizadas pelo vento (BACLES et al., 2005; SATO et al., 2006). Embora a
disposicdo espacial dos individuos avaliados ndo permitiu que se
constatassem distancias de fluxo de polen superiores a 770 m, observou-se
que uma parte razoavel do polen atinge distidncias superiores a 500 m.
Bittencourt e Sebbenn (2007) estudando fluxo génico em populagdes de
Araucaria angustifolia no estado do Parand, verificaram que o fluxo de polen
entre um fragmento florestal e algumas arvores distantes 1700 m, ocorreu em
uma taxa de 10%. Em uma pequena populagdo de Pinus sylvestris isolada
cerca de 30 km de demais povoamentos da espécie foi verificado um fluxo
de polen externo 4% (ROBLEDO-ARNUNCIO e GIL, 2005). Esses
resultados sugerem que a distribui¢@o espacial de pequenos fragmentos na
paisagem ¢ importante para manter a conectividade entre estes a longas
distancias, na forma de trampolins entre um fragmento e outro.
Comparativamente com areas de continuos florestais, a taxa de imigragdo de
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polen em Araucaria ¢ maior em areas abertas. Menores frequéncias de fluxo
poélen foram observadas nas maiores classes de distancia, refor¢ando a
hipétese esperada de que arvores localizadas em maiores distdncias recebem
menos polen. Contudo, ao longo do tempo o fluxo génico entre um fragmento
e outro pode reduzir a diferenciagdo genética mesmo para populagdes
distantes entre si, mas que estejam interligadas por outras populagdes. A
contribui¢do do fluxo génico entre capdes € extremamente importante para o
aumento do tamanho efetivo da populagdo. Assim como previsto no capitulo
I, entende-se que os capdes analisados s2o subdivisdes de uma populagéo.

O fluxo de polen detectado neste estudo dividiu-se nos componentes
dentro e entre os capdes. Sendo que o fluxo de podlen entre capdes foi maior
para aqueles localizados em é4rea de campo (Fazenda X), do que os
localizados em meio aos plantios com Pinus (Fazenda Z). O numero efetivo
de doadores de polen também foi maior em areas de campo natural (Tabela
7). Consequentemente, houve um maior nimero de cruzamento entre
individuos aparentados nas areas de plantios florestais, como verificado pela
correlagdo de paternidade que foi de 0,06 e 0,11, para as fazendas X e Z,
respectivamente. Sousa et al., (2005) também atribuiram que cruzamentos
entre individuos correlacionados em A. angustifolia estdo associados com
distancias de dispersdo de pélen limitadas. Isso € um indicio de que a tipica
alta densidade dos plantios com Pinus pode formar uma barreira ao fluxo de
polen em Araucaria angustifolia. Sugere-se ainda que demais espécies que
ocorrem nestes ambientes e tem polinizagdo pelo vento possam ter seu fluxo
génico afetado pelos plantios de florestais. El-Kassaby e Jaquish (1996)
estudando populagdes de Larix ocidentalis em diferentes densidades
encontraram uma tendéncia de maiores cruzamentos entre aparentados em
altas densidades populacionais, sugerindo que altas densidades de arvores
limitam o movimento de p6len. Dyer e Sork (2001), também observaram que
as altas densidade populacionais podem afetar no fluxo de pélen, verificando
uma correlagdo negativa entre a distdncia de dispersdo de podlen em
populagdes continuas de Pinus echinata e densidade total de arvores.
Menores distancias de polinizagdo sdo apresentadas quando a densidade de
arvores ¢ alta e o dossel é fechado (DICK et al., 2008; HANSON et al., 2008)

Além da densidade de arvores e a distancia entre as plantas, outro
fator que pode afetar o fluxo de polen da A. angustifolia é quantidade de
poélen produzida pelo possivel doador. Mantovani et al. (2006), estudando a
fenologia reprodutiva em populacdes de A. angustifolia por dois anos
consecutivos, observaram uma variagao individual no tempo e na intensidade
de produgdo de estrobilos masculinos, indicando que algumas arvores
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tendem a produzir mais estrébilos do que outras. Consequentemente maiores
quantidades de pdlen sdo liberadas, permitindo maiores chances de sucesso
na polinizag¢do. Segundo Mattos (1994), as condi¢des climaticas adversas na
regido principalmente pelas variagdes de intensidade e diregdes dos ventos,
podem facilitar ou dificultar a movimentagdo do polen, e além disso, o
estddio de maturacdo das estruturas reprodutivas pode afetar o alcance da
distancia de polinizag¢do. Por exemplo, mesmo em um dia de ventos fortes
em que o polen alcance longas distincias, se a estrutura feminina localizada
nestas longas distdncias ndo estiver madura ndo havera sucesso na
polinizacdo.

Florestas com Araucéria geralmente tem altas densidades vegetais
que podem agir como barreiras a dispersao de pdlen (SOUSA e HATTEMER
2003). Dessa forma, os mecanismos que espécie possui para reproducdo
estdo adaptadas a condigdes naturais de altas densidades vegetacionais,
fazendo com que a espécie consiga realizar o fluxo de podlen até mesmo
através dos povoamentos de Pinus, porém em uma frequéncia menor do que
em areas de campo. Sugerindo-se que o florestamento com espécies exoticas
ndo representou impacto genético negativo acentuado sobre as populagdes
estudadas de A. angustifolia, todavia, influenciam na taxa de imigracdo de
polen. Pois a alta densidade dos florestamentos ¢ composta por apenas uma
espécie, enquanto florestas naturais sdo compostas de uma mistura de
espécies de diferentes tipos e tamanhos com distribui¢ao variada, e dentre as
quais se encontra a A. angustifolia. Dessa forma, as caracteristicas dos
florestamentos com Pinus convergem para uma menor permeabilidade
quanto a movimentagao de polen.

Possivelmente os efeitos causados pela barreira fisica dos plantios
de Pinus s6 sejam detectados depois de varias geragdes, uma vez que o
florestamento, at¢é o momento, ndo impediu o fluxo de pdlen, apenas o
reduziu em comparagdo com areas de campo, assim como ocorre para espécie
quando presente em florestas continuas (SOUSA e HATTEMER 2003,
SANT’ANNA et al., 2013). Em paisagem de campo, individuos de A.
angustifolia apresentam naturalmente baixa densidade de individuos adultos,
por estarem estabelecidos na forma de capdes, cercados por campo,
facilitando a dispersdo por polen na populagdo (CRISTOFOLINI, 2013).

Os resultados obtidos neste estudo representam importantes
consideragdes sobre aspectos da paisagem para elaboracdo de estratégias de
conservacdo da Araucaria, sendo pela coleta de material genético para
programas de melhoramento, reflorestamento ou para restauragdo de
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ambientes. Além disso, sugere-se que capdes como os encontrados na area
de campo natural sirvam como local de coleta de material para conservagéo
ex situ, uma vez que a diversidade apresentada nas sementes oriundas destes
capoes ¢ elevada devido a presenca de fluxo génico externo e auséncia de
estrutura genética interna, diminuindo a chance das sementes amostradas
serem oriundas de individuos apresentados. A formacdo de barreiras fisicas
por meio do plantio de espécies florestais, ajuda a diminuir a taxa de fluxo
de polen externo, trazido pelo vento, podendo ser uma estratégia a ser
utilizada no isolamento de pomares para coleta de sementes com polinizagdo
controlada. Finalmente, a elevada taxa de imigracdo de polen verificada entre
os capdes revela que presenca destes, mesmo de forma fragmentada na
paisagem, € importante para manutencao da espécie pela formagdo de uma
rede de pequenos fragmentos conectados que diminuem a diferenciacdo
genética, a coancestria ¢ a endogamia, aumentando o tamanho efetivo
populacional. Portanto, estes fragmentos sdo essenciais para conservagao in
situ da espécie.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel verificar que os plantios de Pinus influenciam na
polinizagdo da Araucaria angustifolia presente em pequenos capdes. No
entanto, a matriz florestal formada pelos plantios ¢ permeével, pois foram
observadas taxas expressivas de fluxo de polen, entre capdes, através da
matriz florestal, embora menores que na matriz formada pelo campo.

O fluxo de poélen verificado entre os pequenos fragmentos (capdes)
pode ser considerado de vital importancia para manter integrado os processos
ecoldgicos e evolutivos da espécie. Isso devido ao fluxo de polen ser um
componente essencial da migragdo, uma forca evolutiva que tem o potencial
de mitigar os efeitos genéticos negativos de pequenas populacdes.

A partir dos resultados deste estudo sugere-se que fragmentos
distantes cerca de 300 a 500 m entre si, sdo capazes de trocar pélen mesmo
estando em meio a plantios florestais. Sugere-se ainda que é possivel aliar
atividades silvicolas, com a conservagdo in situ dos fragmentos desde que
manejadas adequadamente respeitando principios basicos da conservagédo e
do manejo, como a formagédo de corredores ecoldgicos e aceiros.

Ainda, deve-se considerar o fato de que durante o ciclo de um plantio
florestal a barreira fisica somete ¢ formada por um determinado tempo,
quando altura de copa ¢ superior a das Araucdrias, assim, varios ciclos
consecutivos aliado a longevidade dos individuos de A. angustifolia
poderiam garantir a manuten¢do do fluxo entre as populagdes. Contudo, é
muito importante a realizagdo de novos estudos envolvendo varios eventos
reprodutivos da espécie de modo a entender a dindmica do fluxo génico no
tempo e como isso se refletira nas futuras geragoes.



