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Analise filogeogréfica entre popula¢des de Araucaria angustifolia
(Bert.) O. Kuntze em sua area de distribuicdo natural

Autor: Gustavo Henrique Ferrero Klabunde
Orientador: Prof. Dr. Rubens Onofre Nodari
RESUMO

O Pinheiro Brasileiro (Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze), € uma
das quatro coniferas nativas do Brasil, e a mais ameacada apds décadas
de exploragdo massiva. Estudos filogeograficos ajudam a esclarecer
aspectos espaciais e temporais da dispersdo pos-glacial de diversas
espécies vegetais. Neste trabalho foram caracterizadas as relagdes
filogeograficas utilizando a variacdo nas sequéncias de DNA
cloroplastidial (cpDNA) de trés espagadores intergénicos (trnD-trnT,
psbC-trnS e trnS-trnfM) em 510 individuos de 34 populagdes de
Araucaria angustifolia com ocorréncia nos estados de Sdo Paulo, Minas
Gerais, Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e no municipio de
San Pedro, Argentina. Dezesseis haplétipos foram detectados na analise
de 2.508 pb das sequéncias ndo codificantes. Os indices de diversidade
genética foram h=0,823 e ==0,00068. Foi encontrada média
diferenciacdo genética dentro da maioria das populagbes (Fst 0,269) e
alta diferenciacdo genética entre as populagbes mais distanciadas
geograficamente (Fst 0,431). A rede de haplétipos e a distribuicdo
geogréfica dos haplétipos mostraram a formacdo de trés grupos
filogeograficos (GS- Grupo Sul, GC- Grupo Centro e GN- Grupo norte),
sugerindo preliminarmente a existéncia passada de trés refigios glaciais.
Entre os grupos GS e GC foi observada a existéncia de uma zona
secundaria de mistura. O padrdo encontrado de divergéncia genética se
encaixa na categoria filogeografica | de Avise, na qual a separacdo
espacial provocou uma descontinuidade na distribuicdo dos haplétipos.
Estes resultados preliminares sugerem que a partir do Holoceno
mediano (4.320 A.P.), as populagdes de Araucaria angustifolia se
expandiram dos possiveis refligios até os limites geograficos atualmente
conhecidos. Portanto, estas informagdes fornecerdo subsidios para o
planejamento mais adequado das acBes para a conservacdo desta
espécie.

Palavras-chave: DNA Cloroplastidial, espacadores ndo codificantes,
filogenia intra-especifica, filogenia multi-loco, reflgios glaciais.
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Phylogeographical analysis within populations of Araucaria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze in its natural distribution range

Author: Gustavo Henrique Ferrero Klabunde
Advisor: Prof. Dr. Rubens Onofre Nodari

SUMMARY

Brazilian pine tree (Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze) is one of
the four native conifers from Brazil but the most threatened due to
decades of massive exploitation. Phylogeographical studies have helped
to clarify spatial and temporal aspects of post-glacial dispersal of several
plant species. In this study, phylogeographic relationships were
characterized by analyzing nucleotide sequence variation in the
chloroplast DNA (cpDNA) of three intergenic spacers (trnD-trnT, pshC-
trnS and trnS-trnfM) of 510 individuals from 34 populations of
Araucaria angustifolia occurring in Sdo Paulo, Minas Gerais, Parana,
Santa Catarina, Rio Grande do Sul states and San Pedro city —
Argentina. The analysis detected sixteen haplotypes in a 2508 bp non-
coding sequence. Genetic diversity indexes were h=0.823 and
71=0.00068. An average genetic differentiation level was found within
the majority of the populations (Fst 0.269). However, a high level of
genetic differentiation was found among all geographically distant
populations (Fst 0.431). The haplotype network and the geographic
distribution of haplotypes showed the formation of three
phylogeographical groups (SG- South group, CG- Central Group and
NG- North group), suggesting the existence of three glacial refugia in
the past. A secondary admixture zone was identified between SG and
CG groups. The genetic divergence pattern fits into phylogeography
category | of Avise, in which the spatial separation caused a
discontinuity on haplotypes distribution. These preliminary results
suggest that, Araucaria angustifolia expanded from the possible refuges
in the middle Holocene (4320 B.P.) to the currently know geographical
limits. Therefore, this information will provide subsidies for planning
the most appropriate conservation actions for this species.

Key-words: Chloroplast DNA, glacial refugia, intraspecific phylogeny,
multiloco phylogeny, noncoding spacers.
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1. INTRODUCAO

Quando os europeus chegaram ao Brasil, o pinheiro brasileiro
(Araucaria angustifolia) dominava uma vasta floresta de
aproximadamente 200 mil km? no planalto sul-brasileiro, consorciada
especialmente com espécies das familias Lauraceae, Mirtaceae e
Agquifoliaceae. Devido a alta qualidade de sua madeira, a A. angustifolia
comegcou a ser explorada pelos portugueses no final do século XVIII, em
areas proximas ao litoral. Sua exploracdo em areas mais distantes da
costa iniciou com a criacdo de vias férreas no final do século XIX e
intensificou-se a partir da década de 1930 com o uso de caminhdes para
o0 transporte da madeira. Este periodo, conhecido como ciclo da madeira,
foi um dos mais importantes marcos no desenvolvimento econdmico da
regido Sul do Brasil. Atualmente a Araucaria angustifolia se encontra
criticamente ameacada de extingdo, em funcdo de décadas de exploracdo
da sua madeira e introducédo de gado e lavouras.

Estudos filogeograficos ajudam a esclarecer aspectos espaciais
e temporais da filogenia intra-especifica de diversas espécies animais e
vegetais. Um dos principais focos destes estudos é a busca pelos
epicentros de dispersao da espécie, também conhecidos como reflgios
glaciais, apds o término do ultimo periodo glacial, que teve seu término
h& cerca de 14.500 anos A.P..

Para cumprimento de tais objetivos, sdo utilizados, em plantas,
polimorfismos presentes em sequéncias de DNA cloroplastidial
(cpDNA). O genoma de cloroplastos em relagdo a outros genomas
eucariontes apresenta um modelo evolutivo Unico e conservativo,
principalmente em fungdo da heranca uniparental (primariamente
paterna em coniferas) e da ndo ocorréncia de recombinacdo (permuta)
Ou rearranjos genéticos.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. A espécie Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze

A Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, também conhecida
como pinheiro-do-Parand, araucaria ou pinheiro-Brasileiro, é uma
conifera didica e perenifélia (Mattos, 2012), que ocorre exclusivamente
na América do Sul, na regido da Floresta Ombréfila Mista (FOM),
formagdo florestal que recebe também o nome de Floresta com
Araucéria, devido a abundancia e ao grande porte da espécie, que
imprime a fisionomia caracteristica da floresta (IBGE,1993).

Esta espécie ¢ endémica das regides sul e sudeste do Brasil
(nesta dltima regido, pequenas manchas nos estados de Sdo Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro), com extensfes em pequenas manchas
no noroeste da Argentina (Provincias de San Pedro e Corrientes) e
Paraguai (Alto Parana), em areas proximas as fronteiras brasileiras.
Mais especificamente, a espécie ocorre entre as latitudes 19°15°S e
31°30°S, e entre as longitudes 41°30"W e 54°30"W, com uma ampla area
de ndo ocorréncia da espécie no estado de Sdo Paulo (Figura 1). A
espécie encontra condicfes ideais para o desenvolvimento em altitudes
entre 500 m e 1800 m (Klein, 1960; Reitz e Klein, 1966; Veloso e Goes
Filho, 1982; Veloso et al., 1991; Carvalho, 1994; Judd et al. 2009).

O género Araucaria, € o mais diversificado da familia
Araucariaceae, com distribuicdo restrita a paises do hemisfério sul
(Chile, Argentina, sul e sudeste do Brasil, Nova Caled6nia, Ilha Norfolk,
Australia e Nova Guiné; Setoguchi et al., 1998), podendo inclusive sua
presenga e distribuicdo atual ser considerada como reliquia da evolugdo
(Setoguchi et al., 1998; Farjon, 2006).

A familia Araucariaceae possui 30 espécies distribuidas em trés
géneros (Araucaria, Agathis e Wollemia), sendo que o Gltimo género
possui apenas a espécie Wollemia nobilis, descrita em 1995, considerada
um fdssil vivo, e que possui uma Unica populacdo com menos de 100
individuos (Setoguchi et al., 1998).

Apesar da ampla area de ocorréncia da familia na regido do
sudeste asiatico/ilnas do pacifico, a distribuicdo das espécies ndo é
homogénea, sendo que as ilhas da Nova Caleddnia concentram 17
espécies endémicas das 30 espécies que a familia possui (Florin et al.,
1963).

Cabe ressaltar, que seus fdosseis estdo entre 0s mais antigos
existentes dos géneros de coniferas, sendo encontrados desde os
periodos Cretaceo, Jurassico e Tridssico (Miller, 1977; Miller, 1988;
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Stockey, 1982; Farjon, 2006), as quais estdo presentes na terra a
aproximadamente 300 milhdes de anos. Apesar de sua atual importancia
em areas naturais e do seu aspecto evolutivo, poucos estudos tém sido
feitos focando aspectos filogenéticos e evolutivos (Setoguchi et al., 1998;
Stefanovic et al., 1998). Os poucos estudos realizados foram conduzidos
com analises baseadas em genes nucleares e plastidiais (Setoguchi et al.,
1998; Stefanovic et al., 1998).

Além da Araucaria angustifolia, outras trés coniferas séo
nativas do Brasil, sendo estas pertencentes a familia Podocarpaceae:
Podocarpus lambertii, Podocarpus selowii e Retrophyllum piresii
(Carvalho, 1994).

Podocarpus lambertii acompanha a araucéria, na Floresta
Ombrofila Mista, mas sua distribuicdo geografica se estende também
para 0 Bioma Pampa até o Uruguai. J4 a espécie P. sellowii,distribui-se
ao longo da Floresta Atlantica desde o Rio Grande do Sul até as
pequenas serras e brejos de altitude no Nordeste, especialmente junto as
Florestas Ombrofilas Densa e Estacional Semidecidual, além das
florestas de galerias serranas no dominio do cerrado (Carvalho, 1994). A
espécie Retrophyllum piresii, endémica do Brasil, é encontrada no
Estado de Rond6nia, mais especificamente no Parque Pacads Novas em
altitudes entre 800 e 1126 metros. N&do h& dados sobre sua exata
distribuicdo, conservacdo e diversidade genética (IUCN, 2010).

Outra Araucariaceae nativa da América do Sul é a Araucaria
araucana. Esta espécie é nativa da regido norte das florestas temperadas
da Argentina e Chile, com distribuicéo restrita a faixa de latitude entre
37°20°S e 40°20°S (Marchelli et al., 2010).

Araucaria angustifolia é uma espécie didica, polinizada
principalmente pelo vento. No sul do Brasil o amadurecimento do pélen
ocorre de agosto a outubro. O estrébilo masculino (mingote) é visivel de
agosto a janeiro e o estrobilo feminino (pinha ou ginostrébilo) é visivel
durante o ano todo. As pinhas amadurecem de fevereiro a dezembro, de
acordo com a variedade botanica (Carvalho et al., 1994).

Em sua regido de ocorréncia natural, a Araucaria angustifolia
tem grande relevancia ecolégica, econdmica e social. Segundo Carvalho
(1994), trata-se de uma espécie secundaria longeva dominante de
crescimento inicial lento, mas de temperamento pioneiro.

Este temperamento pioneiro é de grande importancia visto que
a Araucaria Angustifolia tem um papel ecolégico como espécie bercario
no avanco de espécies florestais sobre os campos adjacentes, pois cria
um ambiente ideal para outras espécies tolerantes a sombra, que
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encontram um ambiente adequado para se desenvolver e crescer (Duarte
e Dillenburg, 2000; Duarte et al., 2006; Franco e Dillenburg, 2007).

Araucaria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Natural
Projeto Inventanio dos Recursos Florestais da Mata Atlantica

-

X)PTH 1 Mata Ar | "
i & a1a Alldesca
‘ J

==

Area on Ocoménca Natursd da Esphon b |~
= A e i S
= 1 T

Figura 1. Areas de ocorréncia natural de Araucaria angustifolia (Bert.) O.
Kuntze (em verde escuro), dentro do dominio da Mata Atlantica (area verde
clara), (Guerra et al., 2002).

Ainda em relacdo ao aspecto ecoldgico, suas sementes servem
de alimento para a fauna selvagem, principalmente para aves, catetos,
gueixadas, roedores de pequeno e médio porte, marsupiais e veados, 0s
quais sdo os principais dispersores das suas sementes. A Araucaria
angustifolia é considerada espécie chave na Floresta Ombrofila Mista,
pois fornece alimento rico em energia durante os meses mais frios,
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enquanto as outras espécies da floresta ndo estdo produzindo frutos
(Guerra et al., 2008; Pinheiro e Ganade, 2009).

Paralelamente a dispersdo natural, movimentos migratérios
realizados por grupos de cagadores e coletores durante o Holoceno
tardio (entre 2.000 e 200 anos atras) podem ter influenciado na expanséao
da Araucaria angustifolia. Os grupos, pertencentes ao tronco cultural Jé,
ocuparam a regido do planalto sul brasileiro em assentamentos
distribuidos altimétrica e geograficamente seguindo o dominio da
Floresta Ombroéfila Mista (FOM). Sua relagdo direta com a expansdo da
Araucaria angustifolia € muito provavel, pois a caga, 0 manejo
agroflorestal e a coleta de pinhdes constituiam seus principais recursos
alimenticios (Bitencourt e Krauspenhar, 2006).

Além do mais, estes povos instalavam suas residéncias tipicas
(casas subterraneas, buracos de indio, Figura 2) na proximidade de
pinhais, onde registros arqueolégicos podem ser encontrados desde o
norte do estado do Parana até a regido central do estado do Rio Grande
do Sul (Bitencourt e Krauspenhar, 2006).

Figura 2. Reconstrugdo das casas subterraneas. A, Teto com trés pilares retos
apoiados sobre banco. B, Teto com pilares arqueados. Retirado de Bitencourt e
Krauspenhar (2006).

Do ponto de vista econdmico e social, suas sementes servem de
alimento humano com grande valor nutricional, sendo que a coleta e a
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venda destas sementes se constituem em relevante atividade econémica
para um consideravel nimero de familias que vivem nas regides de
ocorréncia. Esta espécie também possui madeira de alta qualidade o que
determinou sua importancia econémica histérica, sendo empregada
especialmente para construcdo civil, de moéveis, como também, para a
producdo de celulose (Reitz et al., 1978; Carvalho, 1994).

Em razdo da alta qualidade, no inicio do século XX, a madeira
de araucéria foi altamente explorada (Guerra et al., 2008; Farjon, 2008).

Devido a drastica reducdo em sua area de ocorréncia, 0
pinheiro-brasileiro atualmente consta na lista do Ministério do Meio
Ambiente e na lista internacional da IUCN de espécies ameacadas como
criticamente ameacada de extingdo (MMA, 2008; IUCN, 2010).

Assim como a A. angustifolia, o dominio da Mata Atlantica
(MA) também foi drasticamente reduzido, restando atualmente menos
de 12% da sua cobertura original (Ribeiro et al., 2009).

A mata Atlantica esta entre 0s cinco mais relevantes hotspots
mundiais de biodiversidade prioritarios para a conservacao (Myers et al.,
2000). Além do hotspot da Mata Atlantica, as ilhas da Nova Caleddnia
também se encontram na lista de Myers e colaboradores. Estas ilhas
representam a maior diversidade da familia Araucariaceae no planeta
(17 espécies endémicas). Fato relevante é a presenca de tantas espécies
polinizadas pelo vento em um conjunto de ilhas de aproximadamente
18.500 km®.

Devido & exploragdo exaustiva da madeira e o desmatamento
visando a agricultura, restam atualmente apenas alguns remanescentes
isolados de Araucaria angustifolia, 0s quais representam
aproximadamente 3% da area total de sua ocorréncia natural que
abrangia uma area correspondente a 40, 31, 25, 3 e 1 % do territdrio dos
estados do Parand, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, S0 Paulo e
Minas Gerais, respectivamente (Figura 3), (Reitz et al., 1978; Veloso et al.,
1991; Carvalho, 1994; Guerra et al., 2000; 2002; 2008).

Dos 3% que restam da floresta de araucéaria, somente 1% ¢é de
floresta primitiva e apenas 0,2% est4d protegido em unidades de
conservagao (Patreze, 2008).



Araucaria (Araucaria angustifolia)
Area de Ocorréncia Atual
Projeto Inventario dos Recursos Florestais da Mata Atlantica
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Figura 3. Areas de ocorréncia atual de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze
(em verde escuro), dentro do dominio da Mata Atlantica (area verde clara),
(Guerra et al., 2002).
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Este tipo de exploracdo, sem critérios de selecdo ou manejo,
vem causando erosao genética nesta espécie em funcéo da fragmentacéao
florestal, perda de alelos, aumento da endogamia, reducdo do tamanho
efetivo populacional e limitando a dispersédo e colonizacdo das espécies
(Meagher, 2010).

Diversos trabalhos tém sido feitos visando caracterizar a
fenologia, ciclo reprodutivo, variabilidade genética, estrutura e distancia
genética em populagdes de Araucaria angustifolia utilizando
ferramentas moleculares em nivel de DNA e de proteinas (Auler et al.,
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2002; Mantovani et al., 2004; 2006; Bittencourt e Sebbenn, 2007; Patreze,
2008; Patreze e Tsai, 2008; Stefenon et al., 2007; 2008a; 2009; Sant’Anna,
2011; Agapito-Tenfen et al., 2012).

No entanto, escassos sdo os trabalhos em nivel de DNA, RNA e
proteina que procurem desvendar fatores evolutivos em Araucaria
angustifolia.

2.2 Analise Filogeografica

A introducdo dos dados do mtDNA na genética de populacdes,
no final da década de 1970, provocou uma mudanca revolucionaria nas
perspectivas historicas e filogenéticas das estruturas populacionais intra-
especificas (Avise, 1994; 1998).

As caracteristicas desejaveis dos marcadores organelares sao a
auséncia de recombinagdo génica, rearranjos genéticos, heranca materna
ou paterna e a facilidade de acesso a informacdo contida em seus
genomas circulares (Bock, 2007).

A heranca uniparental, seja ela materna ou paterna, possibilita o
rastreamento de diversas linhagens de uma determinada espécie, sendo
gue suas dinamicas histéricas podem ser interpretadas de acordo com 0s
modelos tedricos utilizados (Avise, 1994).

Em 1987, John C. Avise, ecologo e bidlogo evolucionista, e
colaboradores publicaram um artigo descrevendo os principios e
processos relacionados a analise filogenética intra-especifica e que
levava em consideracdo principalmente a estrutura geogréfica
populacional:  “INTRASPECIFIC PHYLOGEOGRAPHY: The
Mitochondrial DNA Bridge Population Genetics and Systematics”
(Avise et al., 1987).

Neste trabalho, Avise e colaboradores, que ja vinham estudando
e caracterizando os polimorfismos mitocondriais de animais ha seis
anos, estabelece relagdes entre a filogenia intra-especifica e a
distribuicdo geografica dos agrupamentos filogenéticos de determinadas
espécies.

Para Avise, a andlise filogeografica é capaz de gerar
informacGes que contribuam para o entendimento da histéria e formagéo
das espécies, por meio da integracdo de informacdes de diversas areas
de pesquisa, como a genética, a palinologia e a paleontologia, por
exemplo (Avise, 2000).

Nesta nova abordagem, Avise se utilizou de marcadores
oriundos do DNA mitocondrial (mtDNA), por serem muito mais
conservados e informativos do ponto de vista evolutivo do que os
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marcadores de DNA nuclear, e ndo baseados em PCR, usualmente
utilizados até entdo. Na andlise de locos hapldides, os variantes sdo
chamados de haplétipos. A grande maioria das variagbes intra-
especificas, em cpDNA, sdo compostas por simples substituicdes de
sitios (transicBes e transvercdes) seguidos de pequenas insercGes-
delecdes (indels), (Bock, 2007).

A Tabela 1 apresenta as categorias de divergéncia genética
propostas por Avise et al. (1987). Dois principais padroes de divergéncia
genética podem ser observados na andlise desta Tabela, os descontinuos
e 0s continuos. Os padrdes continuos tratam de espécies ndo
subdivididas a longo prazo por barreiras ditas “zoogeograficas”, e
divergem entre si em funcdo do nivel de fluxo génico que a espécie
apresenta (Avise, 2000).

Os padrdes descontinuos sdo caracterizados por apresentarem
barreiras de longo prazo ao fluxo génico, com a presencga de separacdo
espacial ou ndo.

Tabela 1. Padrdes filogeograficos gerais (relacdes entre filogenia e geografia)
observados em estudos conduzidos a partir de mtDNA e cpDNA. As letras
indicam diferentes populagdes (Adaptado de Avise et al., 1987).

Padrio de Distribuicio geogrifica
Categoria Divergéncia Provivel circunstincia
Genética Regido 1 Regido 2 Regiido 3 evolutiva
Descontinua A) Barreiras extrinsicas ao
A -+8—C L+M—+N X4=Y ==Z R
fluxo génico a longo prazo
1 (Ex. Zoogeogrifica); e/ou

B) Extingio de gendtipos
intermediarios em espécies

com fluxo génico limitado.

A) Zonas secundarias de

Descontinua ( A —+—B —+—C )
E3 mistura; ou

n 3 “E) Bameiras intinsecas
( LMt ) entre espécies simpatricas
% (Ex. isolamento

( XK —+— Y ——2Z ) reprodutivo).
Continua Fluxo génico limitado em
m (.._L___/ _'_U_Q_'—_(_N._J espécies nio subdivididas

por barreiras zoogeograficas

de longo prazo.




Tabela 1. Continuagéo Padrdes filogeogréaficos gerais (relagdes entre filogenia
e geografia) observados em estudos conduzidos a partir de mtDNA e
cpDNA.Asletras indicam diferentes populacdes (Adaptado de Avise et al.,
1987).

Continua i - : Amplo fluxe génico em
v espécies ndo subdivididas
i ; por barreiras zoogeogréficas
( T‘ ) de longo prazo.
C L )
Continua Fluxo génico intermedidrio
@®@—== L ——8) )

v em espécies nio
subdivididas por barreiras
zoogeograficas de longo

prazo

Apesar da categoria Il ndo possuir barreiras de longo prazo ao
fluxo génico, ela apresenta certa separacdo espacial em funcdo do fluxo
génico limitado entre populagfes. Portanto, as mutagfes recentes sdo
confinadas em pequenos grupos denominados de ilhas.

A categoria IV apresenta o padrdo inverso ao da categoria Ill,
sendo o modelo proposto para espécies com elevado fluxo génico, como
a Araucaria angustifolia. As principais caracteristicas desta categoria
sdo a grande area ocupada pela espécie em questdo e a presenca de
muito fluxo génico (interconexdes) entre as subpopulacdes. Nesta
categoria, as subpopulagBes compartilham muitos alelos e haplétipos
entre si, em funcéo do grande fluxo génico existente.

A (ltima categoria apresenta um comportamento intermediario
entre as categorias Il e IV, em funcdo do fluxo génico mediano da
espécie em questdo. O padrdo principal é o de separacdo espacial
parcial, pois dependendo de fatores externos, ora a espécie se apresenta
miscigenada ora apresenta a formac&o de ilhas (Avise, 2006).

2.3. Filogeografia de plantas terrestres

Em plantas, o mtDNA é muito mais compacto, denso e
conservado em relacdo ao cpDNA, pois o mtDNA foi originado de uma
a-protobactéria que apresenta uma organizacdo gendmica contendo
somente sequéncias para 37 genes, sem a presenga de introns ou
espacadores (Dyall et al., 1994).

O DNA cloroplastidial ¢ amplamente utilizado na filogeografia
de plantas terrestres, pois apresenta elementos genéticos ndo
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codificantes e polimérficos para sua utilizagdo como marcadores em
analises filogenéticas, tais como, introns, pseudogenes, grandes
espacadores intergénicos e regides repetitivas, como 0s cpSSR (Avise,
1994).

Além disso, o genoma cloroplastidial apresenta heranca materna
na maioria das plantas, sendo que algumas coniferas sdo excecoes,
apresentando heranga paterna (Neale e Sederoff, 1989; Szmidt et al., 1987,
1988; Neale et al., 1989; Kondo et al., 1998; Seido et al., 2000).

Beheregaray (2008) classifica os marcadores moleculares
utilizados em filogeografia em quatro classes, em funcdo da capacidade
informativa de cada iniciador e da frequéncia de aparicdo destes em
trabalhos cientificos. Os marcadores de primeira classe em filogeografia
de plantas terrestres sdo os marcadores oriundos do DNA mitocondrial e
cloroplastidial, mtDNA e cpDNA, respectivamente. Os marcadores
organelares representam 81% dos marcadores utilizados em
filogeografia. Os marcadores de segunda classe sdo os marcadores
SNPs, AFLP e RAPD. Os de terceira classe sdo os marcadores
microssatélites nucleares (SSR). E os de quarta classe, e raramente
utilizados em filogeografia de plantas terrestres, sdo as alozimas.

Em funcdo da dindmica e da base genética de cada marcador
utilizado em filogeografia, a amostragem de individuos dentro de
populacdes, as analises realizadas e 0 nimero de populac6es pode variar
(Pons e Petit, 1995; Pons e Chaoule, 1995).

Aproximadamente 16% dos estudos filogeogréaficos feitos até
2008 envolvem plantas terrestres, sendo que do universo das plantas
terrestres, somente 8% dos artigos filogeograficos envolvem espécies
sul-Americanas (Beheregaray, 2008). Este fato é intrigante, pois além da
América do Sul ser o continente que possui a maior biodiversidade do
planeta, ela possui cinco hotspots prioritarios para a conservagdo: Mata
Atléntica, Cerrado, Chile Central, Andes e 0 oeste Equatoriano (Myers et
al., 2000).

Em animais, a grande maioria dos estudos filogeograficos sdo
baseados nos polimorfismos presentes na sub-unidade | da enzima
citocromo oxidase (COIl 1), e sdo focados principalmente na
caracterizacdo dos locais de alimentagdo e reproducdo, devido as
diferentes dindmicas e migracfes dos animais (Beheregaray, 2008).

Marcadores oriundos do mtDNA podem ser utilizados em
andlise filogeografica, no entanto o genoma mitocondrial ndo apresenta
elementos genéticos polimoérficos como os espacadores intergénicos,
introns e pseudogenes. Além disso, o polimorfismo das regides
codificantes € baixo (Avise, 2006).
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2.4. Genoma cloroplastidial

A existéncia dos plastidios representa uma das principais
caracteristicas que distinguem células eucaridticas vegetais de outras.
Durante a evolucdo da célula eucariotica, os plastidios, bem como as
mitocdndrias foram adquiridos por meio de um processo de
endosimbiose (mitocondria de uma a-protobactéria e os plastidios de
uma cianobactéria), o qual foi um dos processos mais importantes na
evolucdo dos seres vivos. Apos essa associacao a célula vegetal passou a
ter trés compartimentos com informacdo genética: o ndcleo, as
mitocOndrias e os plastidios.

A combinacgdo entre hospedeiro e simbionte foi seguida por
uma reorganizacdo dos genomas com perda de genes dispensaveis
(presentes nos dois organismos) das organelas, importagdo do produto
dos genes organelares transferidos das organelas para o nucleo e uma
complexa interagdo entre os produtos dos genes nucleares e organelares
com aquisicdo de novas fungbes, como consequéncia, 0 tamanho do
genoma das organelas foi drasticamente reduzido (Bock, 2006).

Varios experimentos a nivel molecular tm mostrado que o
processo de transferéncia de genes dos plastidios para o ndcleo é um
processo continuo e ocorre com uma frequéncia relativamente alta
(Huang et al., 2003; Stegemann et al., 2003; Huang et al., 2005; Bock, 2006;
Stegemann e Bock, 2006).

Desde as primeiras sequéncias nucleotidicas do genoma
plastidial reveladas (Shinozaki et al., 1986; Ohyama et al., 1986) mais de
200 sequéncias de genomas plastidiais de diferentes espécies foram
determinadas e estdo disponiveis no banco de dados do NCBI.

Essas sequéncias completas de genomas plastidiais vém
permitindo a realizaco de vérias andlises comparativas, associadas a
estudos filogenéticos e evolutivos (Wakasugi et al., 1996; Jansen et al.,
2006; Wu et al., 2007; Hirao et al., 2008; Lin et al., 2010), e ainda servem
como excelentes fontes de informacdo para estudar eventos de
transferéncia horizontal de genes e rearranjos ocorridos nestes
compartimentos genéticos durante o processo de evolucdo da célula
vegetal (Chumley et al., 2006; Wu et al., 2007; Goremykin et al., 2009; Lin et
al., 2010). No entanto, a sequéncia do genoma plastidial foi determinada
apenas para poucas espécies do grupo das gimnospermas, tal como
Cycas taitungensis (familia Cycadaceae; Wu et al.,, 2007) e para as
coniferas Cryptomeria japonica (familia Cupressaceae; Hirao et al.,
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2008). No entanto, o genoma cloroplastidial das araucareaceas €
desconhecido.

O genoma plastidial de gimnospermas, especialmente em
espécies coniferas, contem caracteristicas distintas quando comparado
ao genoma de plantas do grupo angiospermas, que incluem: i) heranca
paterna (Neale e Sederoff, 1989; Szmidt et al., 1987, 1988; Neale et al., 1989;
Kondo et al., 1998; Seido et al., 2000); ii) relativo alto nivel de variagéo
intra-especifica (Wagner et al., 1987; Hong et al., 1993; Dong e Wagner,
1994; Tsumura et al., 1994); iii) reducdo e perda de regides repetidas
(Wakasugi et al., 1994; Hirao et al., 2008) e iv) diferentes padrdes de edigédo
do RNA plastidial (Wakasugi et al., 1996).

Normalmente, os genomas cloroplastidiais de angiospermas
variam de tamanho (entre 130 a 160 kb) e contém duas regides repetidas
invertidas (IRs) que dividem o genoma entre as regides de copia simples
grande (LSC) e pequena (SSC). Os tamanhos dessas regides
permanecem constantes, contendo 0 mesmo ndmero de genes e a ordem
dos genes sendo também conservada (Sugiura, 1989; Yukawa et al., 2005;
Bock, 2007). Por outro lado, o tamanho das regibes IRs em
gimnospermas varia significativamente entre diferentes taxons (Lidholm
et al., 1988; Strauss et al., 1988; Tsumura et al., 1993). Por exemplo, as
regibes IRs em Ginkgo biloba tém 17 kpb (Palmer e Stein, 1986), e em
Cycas taitungensis essas regides apresentam um tamanho de 23 kpb (Wu
et al.,, 2007). J4, em Pinus thunbergii essas regides sdo extremamente
curtas apresentando apenas 495 pares de bases (Tsudzuki et al., 1992;
Wakasugi et al., 1994).

Tem sido sugerido que, assim como em Pinus thunbergii,
algumas coniferas ndo possuem regifes IRs grandes como em outras
gimnospermas (Lidholm et al., 1988; Strauss et al., 1988; White, 1990;
Lidholm e Gustafsson, 1991). Recentemente foi demonstrada a auséncia de
regies IRs no genoma plastidial de Cryptomeria japonica, uma
conifera da familia Cupressaceae (Hirao et al., 2008).

A falta de IRs é considerada procedente de extensivos
rearranjos gendmicos que ocorreram no genoma plastidial das coniferas
durante o processo de evoluco (Strauss et al., 1988). A comparagao entre
0 genoma plastidial de diferentes espécies de angiospermas e 0 genoma
plastidial de P. thunbergii demonstrou que o genoma dessa conifera
sofreu diferentes rearranjos daqueles encontrados no grupo das
angiospermas durante a evolucdo das plantas (Hirao et al., 2008).
Entretanto, ha uma limitada informacdo disponivel sobre genomas
plastidiais de coniferas, pois 0s genomas sequenciados pertencem
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apenas a duas familias (Pinaceae e Cupressaceae) da ordem Pinales
(Cronn et al., 2008; Wakasugi et al., 1994; Hirao et al., 2008; Lin et al., 2010).
Enquanto as espécies da familia Pinaceae revelaram uma alta
similaridade em termos de conteldo génico e estrutura e geraram poucas
informacdes sobre a complexidade do genoma plastidial em coniferas, o
genoma plastidial de Cryptomeria japonica (Cupressaceae) revelou um
genoma plastidial distinto comparado com outras espécies de coniferas,
apresentando diferentes eventos de perdas de genes, estrutura genémica
distinta e perda de uma das regifes repetidas, fornecendo assim novas
informacg0es sobre a linha de evolugéo das coniferas (Hirao et al., 2008).

O genoma de cloroplastos em relagdo a outros genomas
eucariontes apresenta um modelo evolutivo Unico e conservativo,
principalmente em funcdo da heranca uniparental (materna ou paterna) e
da ndo ocorréncia de recombinacdo (permuta) ou rearranjos genéticos
(Gillam, 1994, Palmer, 1985).

A ocorréncia de mutagBes no genoma cloroplastidial é dez
vezes menos frequente do que as mutagfes no genoma nuclear. Mesmo
assim, os espacadores intergénicos possuem polimorfismos genéticos
valiosos para estudos de carater evolutivo (Palmer, 1985).

2.5. Marcadores universais para cpDNA

Dentro do genoma cloroplastidial, a alta taxa de conservacdo
das regides codificantes, em nivel de sequéncia, dificulta estas regides
de possuirem polimorfismo utilizavel em estudos filogenéticos intra-
especificos. A busca por polimorfismos utilizaveis se volta para as
regibes ndo codificantes, possuidoras de dinamicas e bases genéticas
distintas (Avise, 1998).

Entre as regides ndo codificantes, os espacadores intergénicos
possuem distribuicdo relativamente alta nos genomas cloroplastidiais,
com tamanho variando de poucas bases até kilobases e possuindo as
maiores taxas de mutagdo do genoma cloroplastidial (Parmer, 1985).

Diversos trabalhos descrevem o delineamento de iniciadores
para estas regiGes, com base principalmente no genoma cloroplastidial
do tabaco (Taberlet et al., 1991; Demesure et al., 1995; Petit et al., 1996;
Dumolin-Lapégue et al., 1997; Chiang et al., 1998).

Estes marcadores sdo denominados universais, pois 0s
iniciadores delineados séo capazes de hibridizacdo e amplificagdo via
PCR na maioria das espécies de algas, bridfitas, pteridéfitas,
angiospermas e gimnospermas (Innis et al., 1990).
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Embora utilizado, “Universal” ¢ um termo improprio, pois estes
marcadores ndo hibridizam em algumas espécies vegetais, pois qualquer
diferenca presente no sitio de hibridizacdo dos iniciadores pode inibir a
hibridizacdo e posterior amplificacdo destes fragmentos via PCR
(Taberlet et al., 1991).

A grande maioria dos iniciadores universais delineados para
cpDNA amplificam regides flanqueadas por genes que codificam para
RNAs transportadores e sub-unidades enzimaticas (Demesure et al., 1995).

3. HIPOTESES

Investigacéo sobre a estruturacéo genética das populacGes de
Araucaria angustifolia.

3.1. Ho: Néo existe estrutura genética correlacionada com a distribuicdo
geogréfica de Araucaria angustifolia

Ha: Existe uma acentuada estrutura genética correlacionada com a
distribuicdo geogréafica de Araucaria angustifolia.

A hipdtese alternativa serd comprovada caso sejam encontrados grupos
especificos de haplétipos, uma ou mais barreiras genéticas e/ou zonas
secundérias de mistura.

3.2. Ho: A separacdo espacial das populagdes do norte em relacdo as do
sul ndo afetara o padrdo geografico, sendo o padrdo continuo e
homogéneo, em fun¢éo do alto fluxo génico da espécie.

Ha: Em funcdo da separacdo espacial entre as populacGes situadas
no sul do Brasil em relacdo as populagdes dos estados de S&o Paulo,
Minas Gerais e Rio de Janeiro, o padrédo filogeografico de divergéncia
genética serd um dos padrdes descontinuos.

A hipétese alternativa serd comprovada caso ndo sejam encontrados

compartilhamento de haplétipos entre as populacdes do sul do Brasil em
relagdo aos do norte de S&o Paulo.
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Investigacdo sobre a historia da migragdo Pds-Glacial de Araucaria
angustifolia.

3.3. Ho: Néao existem indicios do efeito antropogénico na dispersédo de
pos-glacial Araucaria angustifolia.

Ha: A distribuicdo atual de Araucaria angustifolia pode ser
parcialmente explicada como efeito da dispersdo antropogénica de
sementes.

A hipoétese alternativa sera reforgada caso sejam encontradas correlagdes
entre a distribuicdo dos haplétipos e a migracdo de povos durante o
holoceno tardio.

3.4. Ho: Apbs o término do Ultimo Maximo Glacial, a espécie
Araucaria angustifolia se expandiu aos limites atuais a partir de apenas
um refugio glacial.

Ha: Apo6s o término do Ultimo Maximo Glacial, a espécie
Araucaria angustifolia se expandiu aos limites atuais a partir de dois ou
mais reflgios glaciais.

A hipétese alternativa serd comprovada caso sejam encontrados grupos
regionalizados de hapl6tipos especificos préximos a locais que
contenham evidéncias palinoldgicas da presenca da espécie antes do
inicio do Ultimo Méximo Glacial.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral

Caracterizar aspectos das relagdes filogeograficas entre
populacdes de Araucaria angustifolia, com distribuicdo no Brasil e
Argentina.
4.2. Objetivos especificos

a) Correlacionar os padrdes de diversidade e diferenciacdo
genética com a historia da migracdo pos-glacial da Araucaria

angustifolia;

b) Caracterizar a estrutura geogréfica da variacdo genética dos
locos de cpDNA em Araucaria angustifolia;

c) Identificar o padréo filogeografico principal e os sub-padrdes
de divergéncia genética, com base em Avise (1987; 2000);

d) Realizar a anélise filogenética intra-especifica de Araucaria
angustifolia;

e) ldentificar evidéncias da participacdo antropica na dispersao
da Araucaria angustifolia;

f) Sugerir critérios adicionais de conservacdo dos recursos
genéticos de Araucaria angustifolia com base nas informagdes obtidas.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Populagfes em estudo e estratégia de coleta do material vegetal
para a caracterizacao genética

Foram amostradas 34 populagdes de Araucaria angustifolia,
coletando-se 15 individuos em cada popula¢do, com base em Pons e
Petit (1995). As populacdes amostradas foram selecionadas por estarem
em unidades de conservacdo ou em fragmentos florestais dentro da area
de ocorréncia natural da espécie (Figura 4). As amostras da populagdo
de San Pedro foram gentilmente cedidas pelo Instituto de Recursos
Bioldgicos, CIRN-INTA, Argentina.

As 34 populagdes estdo distribuidas entre as latitudes 30 °S
(Cacapava do Sul, RS) e 21 °S (Barbacena, MG), e entre as longitudes
54 °W (San Pedro, ARG) e 43 °W (Barbacena, MG), (Figura 4, Tabela
2).

Apenas na populacdo de Cacapava do Sul ndo foi possivel
realizar a coleta dos 15 individuos, sendo coletadas 13 plantas.

Apenas um individuo foi amostrado nas cidades de Aguas de
Linddia e Nova Friburgo, sendo que os haplétipos destes dois individuos
somente entraram nos calculos do nivel total para os indices de
diversidade de haplétipos (h) e de nucleotideos ().

Pons e Petit (1995) propuseram uma extensdo da analise de Nei
(1973) sobre a andlise da diversidade genética em populagdes
subdivididas, quando da utilizagdo de loco haploides. O objetivo desta
extensdo é determinar o ndmero ideal de individuos amostrados por
populacdo. Os resultados encontrados pelos autores enfatizam a
necessidade da amostragem, principalmente, de muitas popula¢fes em
vez de muitos individuos por populacdo, para uma precisa medicdo da
diversidade genética em um ou mais locos, pois estamos tratando de
marcas haploides ndo possuidoras de recombinacdo genética, (Palmer,
1985; Pons e Petit, 1995), 0 que gera permuta de nucleotideos.
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Populacdes Naturais Amostradas
I Locais de Coleta

Geographic Coordinate System: GCS_South_American_1969
Datum: D_South_Amencan_1969

Figura 4. Mapa destacando em verde as cidades possuidoras de populagSes naturais amostradas neste
trabalho, obtido através do programa Arc GIS 9.2.
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Tabela 2. Cddigos das plantas, localidades, coordenadas geogréficas e altitudes
das populagdes deste estudo. Numeragdo em funcdo da ordem de coleta.

N*  Plantas Localidade da populacio Estado Codigo Coordenadas Altitude
1 1-13 Bom Jesus RS BIS 2873278 30°30"W

2 16-30 Lages sC LGS 27°34°8 30925'W

3 3143 830 Joaquim sC 31Q 2871278 40°50°W

4 46-60 Bom Retiro sC ERT 27475 49°26'W

5 61-73 Ranche Queimado sC RQM 2773978 40°00"W

6 76-90 Cagador sC CDR 26°50°8 31°00°W

7 01-103 Campos Novos sC CNS 2772278 31°05'W

g 106-120 Concordia sC CCD 27°21°8 31°55'W

9 121-135  Major Vieira sC MVE 26°23 78 49°539W

10 136-130 Cuntibanos sC CBS 2771878 30°3TW

11 151-163  Videira sC VDR 27°01°8 31°07TW

12 166-130 Passo Fundo RS PFD 2871475 32°19°W

13 181-193 Catanduvas sC CTV 27°03°8 31°39°W

14 196-210  Mova Petropolis RS NPT 207238 31°07TW 373m
15 211225 Gramado RS GMD 2072178 30°30"W 339m
16 226-240 Lagoa Vermelha RS LVM 28°12°8 51°33°W T08m
17 241255 Ponte Serrada sC PTS 26°34°8 37°50°W 1053 m
18 256-270 Curitiba PR CWEB 25°25°540°%10"W 072m
19 271-285 Irati PR IRT 2572278 50°52°W 206m
20 286-300 Pato Branco PR PEC 262278 32°28°W 236m
21 301-315 Ponta Grossa PR PGR 25°02°5 30°18'W 873 m
22 316-330 Turve PR TRV 25°03°851°32°W 1067 m
23 331-345 Laranjeiras do Sul RS LIS 25°22°8 52°23'W 847m
24 346-360 Chopinzinho PR CHP 25°35°8 52°53'W 203 m
25 361-375 Imban PR IMB 2472778 30°45W 904 m
26 376-390 Dois Vizinhos PR DSV 25°44°8 32°50°W 532m
27 301405 Palmital PR PLM 2473378 531%40W 212m
28 406420 Faxinal PR FXN 2373078 31°719W 2530m
29 421435  Manoel Ribas PR MRB 2472475 31°39W 739m
30 436430 Campos do Jordio Sp CID 22°44°545°35W 1628 m
31 451465 San Pedro ARG MIS 2673178 34°00°W 220m
32 466478 Cagapava do Sul RS CPV 30°30°8 33°20°W 460 m
33 479493 Urubici sC URU 28°00°549°35W 1600 m
34 404508 Barbacena MG BAR 2171375 43°46'W 1100m
35 309 Agnas de Linddia Sp AGL 2272878 46°3TW 040m
36 510 Nova Friburgo RJ NER 22°16°542°31 W 1300m

As arvores foram escolhidas aleatoriamente a cada 400 metros
em cada populacdo. As aciculas foram coletadas com a utilizacdo de
estilingue. Cerca de trés a quatro gramas de aciculas sadias, por planta,
foram acondicionadas em sacos plasticos (Ziplock®) contendo silica
gel, visando a desidratacdo das mesmas até o momento do isolamento
dos &cidos nucleicos.

5.2. Extracdo de DNA total
A extracdo de DNA total (nuclear e plastidial e mitocondrial) a
partir de aciculas sadias, foi efetuada com base no protocolo

desenvolvido por Doyle e Doyle (1990) e adaptado por Stefenon et al.
(2003).
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Cerca de 100 a 150 mg de aciculas foram maceradas com o
auxilio de pistilos em cadinhos de porcelana com nitrogénio liquido até
a formacdo de um pé fino. Sobre este macerado foram adicionados 3,0
ml de tampé&o de extracdo (2 % CTAB; 1,4 M NaCl; 20 mM EDTA; 100
mM Tris-HCI; pH 8,0; 1% PVP e 2% [3-mercaptoetanol) pré-aquecido a
60 °C. Desta solugdo, 1,0 ml foi transferido para um microtubo de 2,0
ml e colocado em banho-maria a 60 °C durante uma hora com inversdo
dos tubos a cada 5 min. Este processo foi realizado em duplicata.

Os microtubos foram retirados do banho-maria e permaneceram
sobre a bancada até atingirem a temperatura ambiente. Apds, em capela
de exaustdo, foi realizada a primeira extracdo de contaminantes
organicos, com o acréscimo de 1,0 ml de CIA (cloroférmio-acool
isoamilico 24:1). Os microtubos foram invertidos suavemente durante 5
min visando homogeneizar a solugdo. Depois deste procedimento, 0s
tubos foram centrifugados por 10 min a 13.000 rpm (15.115 g). O
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo de 2,0 ml para a
segunda extracdo, sendo acrescentado 1,0 ml de CIA. O processo de
inversdo por 5 min foi repetido, e ap6s isso 0s microtubos foram
novamente centrifugados por 10 min a 13.000 rpm (15.115 g).

O sobrenadante final das duplicatas foi transferido e reunido em
um microtubo de 1,5 ml, sendo neste acrescentados 1.000 ul de etanol
absoluto a -20 °C. Os tubos permaneceram durante 12 h em freezer -20
°C para a precipitacdo dos acidos nucleicos e entdo centrifugados por 10
min a 7.000 rpm (4.383 g) para a formacédo do precipitado ou pellet.

Ap6s a formacdo do pellet, o sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado uma vez por dez min com 1,0 ml de etanol 76% e 10 mM
de acetato de amonio. Apos isso, o pellet permaneceu secando durante
12 h em temperatura ambiente. Posteriormente, o pellet foi
ressuspendido em 100 ul de tampdo TE contendo 10 ug/ml de RNAse.
Os microtubos foram encubados em estufa a 37 °C durante uma hora
para a digestdo do RNA. Finalmente, os tubos foram acondicionados em
freezer -20 °C para as posteriores analises moleculares.

A quantidade e qualidade do DNA total foram avaliadas pelo
espectrofotdmetro  Nanodrop 1000® (Thermo Scientific) e por
estimativa visual em gel de agarose 0,8% (Sambrook e Russel, 2001)
corado com GelRed® (Biotium). O DNA total foi diluido na
concentracdo de 3,5 ng uL™ em agua ultra pura autoclavada.

21



5.3. Caracterizacdo genética de espacadores intergénicos de cpDNA
5.3.1. Iniciadores universais para cpDNA

Foram utilizados trés pares de iniciadores universais de cpDNA
(Tabela 3) sintetizados com base no genoma cloroplastidial do tabaco
(Nicotiniana tabacum), (Demesure et al., 1995).

Os trés pares de iniciadores foram escolhidos com base nos
resultados encontrados em Araucaria angustifolia por Schldgl (1997),
que encontrou polimorfismo destas regifes ndo codificantes, com a
técnica de PCR-RFLP, em relacdo a outros 14 espacadores intergénicos
cloroplastidiais. Outro fato que auxiliou na escolha destes marcadores
foi a capacidade de sequenciamento Sanger bi-direcional sem a
utilizagdo de iniciadores internos.

A Figura 5 representa as posi¢des e direcfes dos cinco
iniciadores universais de cpDNA em Cryptomeria japonica D. Dom
(Hirao et al., 2008). Os valores das posi¢des dos locos em estudo no
genoma cloroplastidial de Quercus robur se encontram na Tabela 3.

Estas espécies foram utilizadas como referéncia na Figura 5 e
na Tabela 3, pois a sequéncia completa do genoma cloroplastidial de
Araucaria angustifolia ainda ndo esta disponivel.
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Cryptomeria japonica D. Don

Chloroplast DNA
131,810 bp

Figura 5. Organizagdo do genoma cloroplastidial de Cryptomeria jap6nica D.
Dom (Hirao et al., 2008). As setas, neste genoma referéncia, indicam as
posi¢des dos iniciadores e as regiGes intergénicas analisadas em Araucaria
angustifolia. Setas 1 e 2. Espagador DT; Setas 3 e 4, espagador CS; Setas 5 e 6,

espacador SfM.
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Tabela 3. Caracterizacdo dos trés pares de iniciadores de regiGes ndo codificantes do genoma cloroplastidial (Demesure et al.,

1995).
Tamanho Posicdo® em Tamanho encontrado
observado em Quercus robur neste trabalho em
Locos Iniciadores Sequéncia 5°- 3° %CG ™ C
Quercus (ph)
A. angustifolia (pb)
robur (pb)
DT* 1-truD [{RNA-Asp (GUC)] CTACCACTGAGTTAAAAGGG 1213 31980-33182 1400 45 54.0
2-trnT [t(RNA-Thr (GGU)] ACCAATTGAACTACAATCCC 40
Ccs 3-psbC [psII 44 kd protein]® GGTTICGAATCCCTCTCTCTC 1611 35543-37153 1500 55 58,0
4-trn§ [tRNA-Ser (UGA)] GGTCGTGACCAAGAAACCAC 55
SIME= 5-tmsS [tRNA-Ser (UGA)] CATAACCTTIGAGGTCACGGG 1254 37134-38387 1200 55 62,7

6-trnfM[IRNA-fMet (CAU)] GAGAGAGAGGGATTICGAACC

un
[y

bLocalizagdodo 5 - end de cada iniciador nesta sequéncia.

* O espagador intergénico trnD-trnT contém dentro dele a sequéncia de dois outros genes (trnY e trnE). Portanto, entre os genes trnD e trnT estéo
presentes trés regides ndo codificantes. Na composigao final do espacador DT, as duas regides codificantes (trnY e trnE) foram retiradas.

**Q espagador intergénico trnS-trnfM contém dentro dele a sequéncia de dois outros genes (pshZ e trnG). Portanto, entre os genes trnS e trnfM estéo
presentes trés regides ndo codificantes. Na composicéo final do espagador SfM, as duas regides codificantes (psbZ e trnG) foram retiradas.
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5.3.2. Padronizacdo da amplificacdo via reacdo em cadeira da
polimerase — PCR

As reacdes iniciais de amplificacdo dos trés locos de DNA
cloroplastidial da Tabela 4, foram efetuadas com base na metodologia
proposta por Demesure et al., (1995). Em funcdo da heranga paterna (via
polen) do genoma cloroplastidial, as reagdes de PCR foram
padronizadas até que o produto de amplificacdo fosse uma banda nitida
e de tamanho (em pares de base — pb) aproximado aos resultados
encontrados por Demesure e colaboradores (1995) para Quercus robur.
Os ajustes na metodologia proposta por Demesure et al., (1995), foram
efetuados principalmente em funcdo do tamanho dos produtos de
amplificacdo e do contetido de CG (%) dos iniciadores (Innis et al., 1990).

Tabela 4. Componentes e concentragdes utilizadas nas rea¢des de amplificagdo via
PCR dos trés locos de cpDNA do presente estudo.

Componentes Concentracgio Concentracio final
Estoque
DNA 3,5ngult 20ng
Tampio 10X 10X 1X
MgCI2 50 mM 2.5mM
dNTP? 2.5 mM (cada) 0.3 mM (cada)
Iniciador 1 10 uM 0.2 uM
Iniciador 2 10 pM 0.2 pM
H20 ultra pura 7.9 ul
(PCR. grade water)
DNA polimerase? 53U pLt 10U
Volume final (uL) 20,0

IANTP set (GE Healthcare)
1ACCUZYME High fidelity™ DNA Polymerase, (BIOLINE™)

A Tabela 5 apresenta as condi¢Ges padronizadas de ciclagem
(temperatura T °C e tempo) para a amplificacdo dos trés espacadores
intergénicos utilizados.
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Tabela 5. Condigdes de ciclagem (temperatura T °C e tempo) para a amplificacdo
via PCR" dos trés locos de cpDNA do presente estudo.

Loco DT Loco CS Loco SIM
Passo Descriciio T°C Tempo T°C Tempo T°C Tempo
1 Desnaturacio 94 3’ 94 4’ 94 3’
inicial
2 Desnaturacio 94 557 92 457 94 307
3 Hibridizacio de 54 557 58 457 62,7 50"
iniciadores

4 Extensio 72 2°557 72 27 72 557
5 Numero de ciclos 31 30 31
6 Extensio final 72 10° 72 10° 72 107

ITermociclador Mastercycler gradient (Eppendorf)
5.3.3. Purificacdo pos-amplificacdo

Ap6s cada reacdo de amplificacdo, os produtos foram
purificados, objetivando a retirada de iniciadores direto, reverso e
dNTPs ndo incorporados durante as amplificages. Esta purificagéo foi
necessaria, pois a reacdo subsequente (sequenciamento de DNA -
terminacdo de cadeia) acontece na presenca de apenas um iniciador.

A cada reacdo, foram adicionados 20,0 pL de PEG 800 20%
contendo cloreto de sodio 2,5 M. As reacdes foram levemente agitadas
(em Vortex®) e incubadas por 30 min em estufa a 37 °C.

Ap0s, as reagdes foram centrifugadas em temperatura ambiente
durante 15 min a 13.000 rpm (15.115 g). O sobrenadante foi removido e
foi adicionado 125,0 puL de etanol 80% (4,0 °C) para a lavagem do
pellet. As reacGes foram centrifugadas em temperatura ambiente durante
8 min a 13.000 rpm (15.115 g). O sobrenadante foi novamente removido
e em seguida foram adicionados 125,0 pL de etanol 80% (4,0 °C) para a
lavagem do pellet. As reacGes foram novamente centrifugadas em
temperatura ambiente durante 8 min a 13.000 rpm (15.115 g).

O sobrenadante foi removido e deixou-se o pellet secar em
estufa a 37 °C. Apds esta etapa, o pellet foi ressuspendido (durante 30
min a 37 °C) em 15,0 uL de agua ultra pura autoclavada.

O produto de PCR purificado foi posteriormente quantificado
por estimativa visual em gel de agarose 0,8%, corado com GelRed
(Biotium®), por comparagéo com o padrdo de bandas do marcador 1 kb
DNA ladder (New England Biolabs®).

As Figuras 6, 7 e 8 representam a amplificagdo dos trés
espacadores intergénicos utilizados neste estudo.
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1.500 pb

1.000pb |—»

500pb |—»

Figura 6. Gel de agarose 1.0 % representando a padronizagdo dos loco SfM. M: Marcador 1 kb DNA /adder
(New England BioLabs); 1 a 6: Produtos de amplificagio do loco SfM (aprox. 1.200 pb).

1.500 pb
1.000 pb
500 pb

Figura 7. Gel de agarose 1,0 % representando a padronizagio do loco CS. M: Marcador 1 kb DNA /adder (New
England BioLabs); 1 a 4: Produtos de amplificagdo do loco CS (aprox. 1.500 pb).

1.500 pb
1.000 pb
500 pb

Figura 8. Gel de agarose 1,0 % representando a padronizagio do loco DT. M: Marcadorl kb DNA Jadder (New
England BioLabs); 1 a 11: Produtos de amplificagdo do loco DT (aprox. 1.400 pb).

5.3.4. Sequenciamento de DNA em todas as populagtes
5.3.4.1. Reacg0es de sequenciamento

Depois de otimizados, amplificados e purificados, os produtos
de amplificacdo dos trés pares iniciadores cloroplastidiais foram
sequenciados, pelo método de terminacdo de cadeia (Sanger et al.,
1977), de todos os individuos amostrados das populagbes em estudo
com o kit DYEnamic™ ET dye terminator ® (GE Healthcare) em um
sequenciador de DNA MegaBACE 1000 DNA Analisys System (GE
Healthcare).

As reacgdes de sequenciamento de DNA foram realizadas em um
volume total de 10,0 pL, contendo: 1,0 pL de produto de amplificacdo
purificado (100 - 200 ng pL™) da primeira reacéo de amplificacéo (item
5.4.2., Tabela 42; 0,35 pL de iniciador (estocado a 10,0 uM); 4,0 uL do
mix DYEnamic'™ ET dye terminator® (GE Healthcare), e 5,35 pL de
agua ultra pura autoclavada.
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Os 30 ciclos de amplificagdo foram compostos de: desnaturagédo
a 95 °C por 20 s, seguido da hibridizacdo do iniciador a 50 °C por 15s e
extensdo enzimatica (enzima Thermo Sequenase™ 1l DNA
polimerase®, GE Healthcare) a 60 °C durante 1 min e 30 s.

5.3.4.2. Purificacdo pos-reacdo de sequenciamento

Apbés cada reacdo de sequenciamento, 0s produtos de
amplificacdo foram purificados (clean up), objetivando a retirada de
iniciadores, dNTPs e ddNTPs néo incorporados em amplicons.

A cada reacdo de sequenciamento, foi adicionado 1,0 puL de
acetato de amonio 7,5 M e 27,5 pL de etanol absoluto (4,0 °C), sendo
que a concentracdo final de etanol foi de 70%. Cada placa foi agitada
levemente para homogeneizar a solucao.

As placas foram mantidas por 20 min em freezer -20 °C para
permitir a precipitacdo dos &cidos nucleicos. Ap6s isso, foram
centrifugadas a 4,0 °C durante 30 min a 4.000 RPM (2.500 g). O
sobrenadante foi removido por inversdo e foi adicionado 150 pL de
etanol 70% (4,0 °C) para a lavagem do pellet. As reacfes foram
novamente centrifugadas a 4,0 °C durante 20 min a 4.000 RPM (2.500
9).

O sobrenadante foi novamente removido por inversao e deixou-
se 0 pellet secar em ambiente escuro. Apds esta etapa, o pellet foi
ressuspendido (durante 12 h em ambiente escuro a 4,0 °C) em 10,0 pL
de Loading solution (GE Healthcare).

5.3.4.3. Eletroforese capilar

Anteriormente a cada eletroforese capilar, as placas com DNA
ressuspendido foram vigorosamente agitadas (em Vortex®) e
brevemente centrifugadas em seguida. As amostras de cada reacdo de
sequenciamento foram eletro-injetados (0,2 ML) em matriz LPA
(poliacrilamida linear) a 3 kV durante 1 min e 20 s. Apds isso, as
amostras foram eletro-eluidas a 9 kV durante 1 hora e 40 min a 45 °C.

Apos a corrida de sequenciamento, os eletroferogramas foram
processados (base calling) com a utilizagdo da ferramenta Cimarrom
3.12, contida no software Sequence Analyzer v. 4.0 (GE Healthcare).

A Tabela 6 mostra a representacdo esquematica de uma placa de
sequenciamento por eletroforese capilar de 96 reacdes. Foram efetuadas
reacbes em triplicata para os iniciadores direto e reverso, visando a
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garantia da fidelidade das sequéncias obtidas e a geracdo de
sobreposicdo de bases (overlapping) para a montagem dos contigs. Para
cada corrida eletroforética, foram efetuadas seis reagcdes controle,
visando a garantia do correto funcionamento do kit de sequenciamento.

Tabela 6. Representacdo esquematica de uma placa contendo 96 reagdes (8 linhas
X 12 colunas) para o sequenciamento de um espagador intergénico em uma
populagdo. Os nimeros de 1 a 15 representam as plantas de uma populagdo. F:
iniciador direto, em triplicata. R: iniciador reverso, em triplicata. M13mp18:
reacdes controle contendo ssDNA viral.
1F 1F 1F IR 1R 1R 2F 2F 2F 2R 2R 2R
3F 3F 3F 3R 3R 3R 4F 4F 4F 4R 4R 4R
SF 5F S5F SR 5R SR 6F 6F 6F 6R 6R 6R
7F 7F J7F 7R 7R 7R 8F 8F 8F B8R B8R B8R
9F 9F 9F 9R 9R 9R 10F 10F 10F 10R 10R 10R
11F 11F 11F 11R 11R 11R 12F 12F 12F 12R 12R 12R
13F 13F 13F 13R I13R 13R 14F 14F 14F I14R 14R 14R

15 F 15 F 15 F 1SR 15R 15R M13 M13 M13 M13 M13 M13
mpl8 mpl8 mpl8 mpl8 mpl8 mpl8

5.3.4.4. Alinhamento e montagem de sequéncias

As seis sequéncias obtidas para cada individuo (trés para o iniciador
direto e trés para o iniciador reverso) foram extraidas do programa Sequence
Analyzer v. 4.0 (GE Healthcare) em formato SCF (.scf) ap6s a analise da
qualidade das mesmas. Foram extraidas somente as sequéncias possuidoras de
mais de 95% de qualidade. Posteriormente, as sequéncias foram alinhadas e
montadas para cada loco com a utilizacdo do programa Codon Code Aligner
versdo 3.7.1. (Figura 9).

% Contigl [o [ ==
HE[-c - U[Ff /RS i B[x 45 3o cncplex(EF o7 ]
Show differences

|
|
q
1

| 100% ¢ - .

Figura 9. Alinhamento e montagem das seis sequéncias para o loco SfM em
um individuo de Araucaria angustifolia, com a utilizagdo do programa Codon
Code Aligner versdo 3.7.1. Neste caso ndo foram observadas discrepancias de
bases nem a presenca de gaps.
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5.4. Anélises genéticas
5.4.1. Diversidade de haplétipos (h) e nucleotideos ()

Os haplétipos foram identificados por meio da analise das
sequéncias no programa DnaSP v5 (Librado e Rozas, 2009), sendo
identificados individualmente para cada loco e depois de forma
combinada para os locos analisados.

Os indices de diversidade de haplétipos (h), (Watterson, 1975), e
nucleotideos (), (Tajima, 1983), foram calculados nos niveis
populacionais e total com a utilizacdo do programa Arlequin ver 3.5.1.3
(Excoffier et al., 2005).

O indice de diversidade de haplétipos (h), € a medida que define
a probabilidade de dois individuos aleatérios possuirem haplétipos
diferentes uma populagdo (Watterson, 1975).

O indice de diversidade de nucleotideos (1) ¢ uma medida que
define o nimero médio de diferencas nucleotidicas por sitio, entre duas
ou mais sequéncias de DNA, ou a probabilidade de dois nucleotideos
homdlogos escolhidos ao acaso serem diferentes em uma populacdo
(Tajima, 1983).

O teste D* de Tajima (Tajima, 1989) foi aplicado para testar
casos de desvios da neutralidade, expansdo e declinio populacional.

O objetivo do teste de Tajima é identificar sequéncias que nédo
se encaixam no modelo da teoria neutra em equilibrio entre mutacgéo e
deriva genética (Tajima, 1989).

5.4.2. Indices de Fixag&o

Foi calculado o indice de fixacdo Fst para todas as combinacdes
de populagdes par a par, por meio do programa Arlequin ver 3.5.1.3
(Excoffier et al., 2005).

5.4.3. Andlise da Variancia Molecular - AMOVA

A anélise da estrutura populacional foi realizada por meio da
Andlise da Varidncia Molecular — AMOVA (Excoffier et al., 1992).
Foram efetuadas duas andlises, uma contendo duas fontes de variacao
(entre populagbes e dentro de populacdes), e outra contendo trés fontes
de variacdo (entre grupos, entre populacdes dentro de grupos e dentro de
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populacdes). Todas as analises foram realizadas com a utilizacdo do
programa Arlequim 3.5.1.3 (Excoffier et al., 2005).

5.4.4. Rede de Hapldtipos

A rede de haplétipos (Figura 10) foi construida baseada em
Median-Joining MJ (Bandelt et al., 1999), com a utilizagcdo do programa
Network 4.610 (Fluxus Technology Ltd. em www.fluxus-engineering.com).

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1. Nivel de polimorfismo dos espagadores integénicos

Os haplétipos finais foram definidos pelo programa DnaSP v5 a
partir dos sitios polimdrficos encontrados da juncéo das sequéncias ndo
codificantes dos trés espacadores. No total foram encontrados 16
haplétipos distintos, variando de 4 a 8 para as trés regides do cpDNA
analisadas (Tabela?).

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados da andlise
individual de cada um dos trés espacadores em todos os individuos
amostrados, em termos de tamanho de sequéncia analisada, nimero de
sitios polimérficos, bem como diversidade de hapldtipos de cada uma
das trés regides de cpDNA.

Tabela 7. Tamanho dos locos em pares de base, nimero de sitios polimorficos,
diversidade total de haplétipos, diversidade total de nucleotideos e nimero de
haplotipos encontrados.

Loco DT s SIM Multiloco
Tamanho* (pb) 1.400 1.500 1.200 4.100
Tamanho das sequéncias 514 1.120 874 2.508
utilizadas nas anilises (pb)
Numero de sitios polimérficos 5 4 3 12
Diversidade total de haplotipos 0.556+/-0,022 0.325+/-0,027 0.561+/-0,016 0,828+/0,013
Diversidade total de nucleotideos
0,00126 0,00033 0.00080 0,00068
+/-0,00108 +/-0,00035 +-0,00067 00044
Numero de haplotipos 6 8 4 16

observados

*Tamanho aproximado

O loco DT foi o que mais contribuiu com sitios polimérficos
para a analise, sendo encontrados 5 sitios em 514 bases sequenciadas.
Valor este considerado alto quando comparado com os outros dois locos
CS e SfM, que apresentaram somente 4 sitios polimdrficos em 1120
bases e 3 sitios polimérficos em 874 bases, respectivamente.
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Entretanto, o loco CS revelou um maior nimero de haplétipos
em relacdo aos demais locos, mesmo possuindo um sitio polimérfico a
menos que o loco DT. Isto aconteceu, pois nos sitios polimorficos do
loco CS aconteceram mais de dois tipos diferentes de eventos
mutacionais, culminando em um maior numero de haplétipos
identificados. Em relacdo ao indice de diversidade de haplétipos (h), o
loco SfM apresentou o maior valor. O indice de diversidade de
nucleotideos (1) foi maior para o loco CS (Tabela 7).

Ap6s combinados os sitios polimaorficos, haplétipos e indices de
diversidade genética dos trés locos foram obtidos um total de 16
haplétipos, oriundos de 12 sitios polimorficos, resultante da andlise de
2508 pares de bases.

Schlogl et al., (2007) encontraram, utilizando PCR-RFLP,
outros espacadores intergénicos polimorficos em cpDNA para
Araucaria angustifolia. No entanto estas regides portam baixo ndmero
de sitios polimérficos (AS- 2 sitios; QR- 1 sitio; K1K2- 2 sitios).

Utilizando PCR-RFLP, Marchelli et al., (2010) encontraram
sitios polimdrficos para Araucaria araucana em outros quatro locos
(CD- 3 sitios; QS- 2 sitios; SR- 1 sitio; SC- 3 sitios).

6.2. Distribuicdo e diversidade de hapl6tipos (h) e nucleotideos ()

Na Tabela 8 sdo apresentados os hapldtipos resultantes da
combinacgdo dos trés locos em estudo e a distribuicdo destes hapl6tipos
entre os individuos das populagGes amostradas. Na populacdo de S&o
Joaquim foram encontrados cinco hapl6tipos, sendo esse o maior
namero de hapl6tipos encontrados em uma Unica populagao.

Foi possivel observar a formacdo de trés grupos populacionais
em funcdo da distribuicdo dos haplétipos entre as populacGes. Estes
grupos foram assim denominados: GN- Grupo Norte, contendo as
populacdes de Barbacena, Campos do Jordao e os haplétipos isolados de
Aguas de Linddia e Nova Friburgo; GC- Grupo Centro, contendo as
populacbes do estado do Parana; GS- Grupo Sul; contendo as
populacdes do estado de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e da
provincia de San Pedro.

Os critérios para essa separacdo foram: GN, por possuir
haplétipos exclusivos (H1, H2, H3 e H4) em relacéo aos do sul do Brasil
e estarem distanciados geograficamente em relacdo aos demais grupos;
GC, por possuir o segundo haplétipo mais frequente (H5) e sua variacédo
(H6), além dos haplétipos H7 e H8 que ocorrem predominantemente no
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estado do Parand; GS, por possuirem o haplétipo H9 e/ou suas variagdes
(H10 até H16).

Entre as populagBes, as Unicas a possuirem hapl6tipos
exclusivos foram as populagdes de Barbacena e de Campos do Jordéo,
denominados de haplétipos H2 e H4 (Tabela 8). Estes haplotipos podem
vir a ser encontrados em outras populagfes, caso futuramente ocorra
uma ampliacdo da amostragem para novas populagdes situadas nos
estados de S&o Paulo e Minas Gerais.
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Tabela 8. PosicOes dos sitios variaveis das sequéncias alinhadas dos trés locos de cpDNA (trnD-trnT, psbC-trnS e trnS-trnfM), e
distribuicdo dos 16 haplétipos identificados em Araucaria angustifolia.
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Os tragos nas linhas H15 e H16 indicam ihéergﬁés-déiegﬁes (ind'els). As sequéncias estdo numeradas no sentido 5 - 3".
Ver apéndices 1, 2 e 3 para as sequéncias completas dos trés espacadores intergénicos.
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Tabela 8. Continuagéo. Posicdes dos sitios variaveis das sequéncias alinhadas dos trés locos de cpDNA (trnD-trnT, psbC-trnS e
trnS-trnfM), no qual foram identificados 16 hapldtipos em Araucaria angustifolia.
Santa Catarina Rio Grande do Sul Arg. Total

Haplétipo MVR PTS VDR CTV CBS CCD CDR CNS RQM BRT LGS TURU SJQ LVM PFD BJS GMD NPT CPV MIS

H1 10
H2 6
H3 10
H4 6
H5 1 3 75
H6 16
H7 8 36
HS 3 1 1 54
H9 4 7 7 9 9 10 9 6 13 11 7 14 4 11 12 9 10 10 5 182
HI10 7 6 2 6 5 1 2 8 38
HI11 6 5 4 4 2 1 3 3 3 3
HI12 7 1 8 2 18
H13 1 5 6
Hl4 1 1 2
HI15 1 4 3 7 1 16
H16 1 2 1 4
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Das 14 substituicbes de sitio observadas, nove foram
tranvercGes purina-pirimidina e cinco foram transi¢des pirimidina-
pirimidina. Os hapl6tipos H15 e H16 apresentaram a dele¢do da base
nimero 136 para o loco CS. Como o H16 apresenta uma base adicional
mutada e estd em menor frequéncia que H16, pode-se inferir que este se
originou a partir de H15. A Tabela 9 apresenta os resultados da
diversidade de hapl6tipos (h) e de nucleotidios () para cada populagdo
de Araucaria angustifolia.

Tabela 9. Populagdes, nimero e tipos de haplétipos encontrados por populagéo,
diversidade de hapl6tipos (h) e nucleotideos (n) na combinag&o dos trés locos.

Populagio No. de Taplotipos (No. de mdividuos) T
haplétipos

Barbacena 3 Hap 1(8); Hap 2(6); Hap 3(1) 0,581 +/-0,077 0,00026+/-0,00024
Nova Friburge 1 Hap 3(1) - -

‘Aguas de Lindoia 1 Hap 3(1) - -

Campos do Tordio 3 Hap 1(2): Hap 3(7): Hap 4(6) 0,648 +/-0,072 0,00030+/-0,00026
Faxinal 3 Hap 5(6); Hap 7(3); Hap §(6) 0,686 +/-0,062 0,00055+/-0,00040
Manoe! Ribas 3 Hap 5(6); Hap 6(2); Hap §(7) 0,648 +/-0,072 0,00050+/-0,00039
Imban 2 Hap 5(10); Hap 8(3) 0,476 +/-0,092 0,00038+/-0,00031
Palmital 3 Hap 5(3); Hap 6(3); Hap 7(7) 0,676 +/-0,070 0,00056+/-0,00041
Ponta Grossa 3 Hap 5(2); Hap 6(2); Hap §(8) 0,457 +/-0,141 0,00043+/-0,00034
Turvo 2 Hap 5(14); Hap 6(1) 0,133 +/-0,112 0,00005+/-0,00009
Laranjeiras do Sul 3 Hap 5(5); Hap 6(3); Hap 7(7) 0,676 +/-0,070 0,00056+/-0,00041
Irati 3 Hap 5(1); Hap 7(1); Hap 8(13) 0,251 +/-0,142 0,00021+/-0,00021
Curitiba 3 Hap 5(1); Hap 7(7); Hap 8(7) 0,600 +/-0,069 0,00048+/-0,00036
Dois Vizinhos 3 Hap 5(9): Hap 6(5): Hap 10(1) 0,562 +/-0,085 0,00035+/-0,00029
Chapinzinho 2 Hap 5(8); Hap 9(7) 0,533 +/-0,052 0,00043+/-0,00033
Pato Branco 3 Hap 5(4); Hap 7(3); Hap 9(8) 0,648 +/-0,088 0,00053+/-0,00038
Major Vieira 3 Hap 7(8): Hap 8(3): Hap 0(4) 0,648 +/-0,088 0,00053+/-0,00038
Cagador 2 Hap 9(9); Hap 10(6) 0,514 +/-0,069 Q,00021+/-0,00021
Ponte Serrada 3 Hap 5(1); Hap 9(7); Hap 10(7) 0,600 +/-0,069 0,00032+/-0,00027
San Pedro 4 Hap 5(3); Hap 10(8) 0,676 +/-0,101 0,00068+/-0,00047

Hap 11(3): Hap 15(1)
Videira 3 Hap 8(1); Hap 9(7): Hap 12(7) 0,600 +/-0,069 0,00032+/-0,00027
Catanduvas 2 Hap 9(9); Hap 11(6) 0,513 +/-0,06% 0,00022+/-0,00021
Curitibanos 3 Hap 9(9); Hap 11(5); Hap 12(1) 0,562 +/-0,085 a,00024+/-0,00023
Concérdia 3 A 0,513 +/-0,118 0,00027+/-0,00025
Campos Novos 3 Hap 9(6); Hap 12(8); Hap 14(1) 0,591 +/-0,077 0,00027+/-0,00024
Rancho Queimado 2 Hap 9(13); Hap 10(2) 0,248 +/-0,131 0,00010+/-0,00013
Bom Retito 2 Hap 9(11): Hap 11(4) 0,419 +/-0,113 0,00017+/-0,00018
Lages 3 Hap 9(7); Hap 10(6); Hap 11(2) 0,648 +/-0,072 0,00030+/-0,00026
Urubici 2 Hap 9(14); Hap 11(1) 0,133 +/-0,112 0,00005+/-0,00009
S30 Joaquim 5 Hap0(4);Hap10(3).Hap11(3) 0,448 +/-0,135 a,00087+/-0,00005
Hap12(2); Hap13(1)

Lagoa Vermelha 3 Hap 9(11);Hap 10(1); Hap 11(3) 0,448 +/-0,135 0,00019+/-0,00020
Passo Fundo 3 Hap 9(12); Hap10(2); Hap 14(1) 0,362 +/-0,145 0,00015+/-0,00017
Bom Jesus 3 Hap 9(9); Hap 13(5); Hap 13(1) 0,562 +/-0,085 0,00024+/-0,00023
Gramado 3 Hap 9(10): Hap15(4); Hap 16(1) 0,514 +/-0,11% 0,00024+/-0,00023
Nova Petropolis 3 Hap 0(10): Hap15(3); Hap 16(2) 0,533 +/-0,126 0,00029+/-0,00026
Cagapava do Sul 3 Hap 9(5); Hap 15(7); Hap 16(1) 0,603 +/-0,089 0,00027+/-0,00025
Total: 16 Hapl(10); Hap 2( ['0,823+/-0,012 | [o,00068+/-0,00044

Hap4(6): Hap 5(75): Hap 6(16):
Hap7(36);Hap8(54);Hap9(182);Hap10(3
8)-Hap11(31):Hap 12(18):Hap13(6)Hp
14(2):Hap 15(16): Hap 16(4).

Os valores de diversidade de hapl6tipos (h) foram relativamente
elevados, com excecdo de populagdes como Urubici, Rancho Queimado,
Irati e Turvo, cujos valores para h foram menores que 0,251 e
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apresentaram amplo dominio de um haplétipo especifico dentro da
populacdo (Tabela 9).

Patreze e Tsai (2010) sequenciaram parcialmente o intron matK
em 105 plantas de Campos do Jorddo e obtiveram um valor
elevadissimo de diversidade nucleotidica (m:0,001), comparados aos
7:0,000304 na mesma populacdo deste trabalho. Uma explicagdo para
este fato pode residir na diferente base genética e dindmica que uma
regido intragénica (intron) possui em relacdo a espacadores intergénicos
ndo codificantes (Bock, 2007). Os resultados de Patreze e Tsai (2010)
podem ser uma alternativa para a saturacdo das relagdes filogeograficas
encontradas neste trabalho com o uso do polimorfismo presente no
intron matK.

Por mais que tenham sido encontrados 16 hapl6tipos neste
estudo, os hapl6tipos ndo sdo muito divergentes entre si. Na formagédo
da rede de haplétipos fica evidente a separacdo destes nos trés grupos
populacionais identificados (Figura 10). Este mesmo padrdo de
diferenciacdo genética considerando populagdes de Sao Paulo, Parana,
Santa Catarina e Rio Grande do Sul foi descrito por Stefenon et al.
(2008b), baseado em marcadores isoenzimaticos e SSR.
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Figura 10. Rede de hapl6tipos baseada na sequéncia parcial dos locos trnD-
trnT, pshC-trnS e trnS-trnfM. Cada linha entre os hapl6tipos representa um
passo mutacional. O tamanho de cada circulo é proporcional a frequéncia geral
de cara haplétipo. As cores dos circulos indicam a ocorréncia destes hapl6tipos
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nos 3 grupos populacionais (Branco: Grupo Centro 1; Preto: Grupo Sul 2;
Cinza: Grupo Norte).

Na andlise da rede, as posi¢Bes centrais indicam o haplétipo
encontrado mais ao norte do Brasil (H1 - Barbacena e Campos do
Jordao) e o haplétipo mais frequente neste estudo (H9).

A rede mostra também que o haplétipo H9 originou os
haplétipos H10 a H16. Outra constatacdo que reforca esta hipotese esta
na analise da Tabela 8, na qual o sitio nimero 646 do espacador SfM
apresenta apenas a base citosina mutada para H9 e esta mesma base e
outras variagdes para os haplétipos de H10 a H16. Além disso, o
haplétipo H9 é o mais frequente, ocorrendo em 35% dos individuos
amostrados. De acordo com a teoria da coalescéncia (Kingman, 1982), 0s
hapl6tipos mais freqlientes provavelmente sdo 0s ancestrais mais
antigos. Esta hipdtese ndo pode ser testada nas populagdes do norte, pois
neste grupo a amostragem de populagdes é menor em comparagdo com
as populagdes do GC e GS.

Outras trés derivacfes de hapldtipos sdo: H5 originando o H6,
H3 originando H4 e H15 originando H16.

O hapl6tipo H16 em relacdo aos haplétipos H4 e H6 sdo os
mais divergentes entre si, divergindo em cinco passos mutacionais
(quatro substituicdes de sitio e uma dele¢do, para H16-H4 e H16-H6). O
haplétipo H4 é exclusivo de Campos do Jorddo, o haplétipo H6 so
ocorre no centro-oeste paranaense e o haplétipo H16 s6 ocorre no sul do
estado do Rio Grande do Sul. Estes padrdes de elevada divergéncia
genética entre populacdes muito distanciadas geograficamente eram de
certa forma esperados, pois tém sido demonstrado em estudos utilizando
marcadores isoenzimaticos, SSR e AFLPs (e.g. Auler et al., 2002, Sousa et
al., 2004, Stefenon et al., 2007).

As variagdes do haplétipo H9 (e seus derivados H10 a H16)
ocorrem quase que exclusivamente em Santa Catarina e no Rio Grande
do sul.
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Geographic Coordinate System: GCS_South_Amencan_1969
Datum: D_South_Amencan_1969

Figura 11. Mapa representando a distribuigdo geografica dos haplétipos de cpDNA nas populagdes de
Araucaria angustifolia. A linha continua indica a barreira genética identificada. Ver Tabela 2 para as
abreviagdes das populagdes e a Tabela 9 para os indices de diversidade molecular.
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Os resultados evidenciaram ainda a presenca de uma “zona de
mistura” entre GC E GS, contendo as populagdes de San Pedro, Dois
Vizinhos, Chopinzinho, Pato Branco, Ponte Serrada, Concérdia, Major
Vieira e Videira. Nesta zona, o hapl6étipo H9 e algumas de suas
variacbes ocorrem conjuntamente, em algumas popula¢bes, com o
haplétipo H5, sua variacdo (H6) e com os haplétipos H7 e H8 (Figura
11). Acima desta zona, ndo existe a ocorréncia do hapl6tipo H9 e de
suas variacbes. E abaixo desta zona, ndo existe a ocorréncia dos
haplétipos H5 até H8.

A linha presente na Figura 11 indica uma possivel barreira
genética decorrente da exclusividade dos hapl6tipos presentes no sul do
Brasil em comparacdo com os haplétipos do norte, e vice-versa.

Levando-se em consideragdo os resultados dos trés locos, seria
possivel admitir que foi detectada uma diversidade genética média
dentro da maioria das populagbes e também uma alta diferenciacdo
genética entre populacdes.

6.3. Analise da Variancia Molecular - AMOVA

As duas anélises de variancia efetuadas (Tabela 9 e Tabela 10)
procuram avaliar aonde reside a maior parte da diferenciagdo genética
encontrada. Cabe salientar que a distribuicdo espacial ndo foi levada em
consideragdo (SAMOVA) no presente estudo.

Tabela 10. Anélise da variancia molecular entre populagdes e dentro de populagdes de
Araucaria angustifolia, baseada nas sequéncias dos locos de cpDNA analisados.

Fonte de variacio gl Soma dos Componentes de Porcentagem Indice de fixacio  P-value
quadrados variincia de variacio
Entre populacdes 2 35.219 0,126 Va 26.91 Fst: 0,269 <0,001
Dentro de 505 173,020 0,343 Vb 73.09
populacdes
Total 507 208.238 0,46878 100,00

g1, graus de liberdade.

A Tabela 11 inclui o componente de grupos na analise, sendo
estes grupos os trés definidos apds a analise espacial dos hapl6tipos
(GN, GC e GS). A intencdo foi avaliar a porcentagem de variagéo
contida entre as populagdes dentro de grupos e entre os préprios grupos.
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Tabela 11. Andlise da varincia molecular entre grupos, entre populagdes dentro de
grupos e dentro de populagdes de Araucaria angustifolia, baseada nas sequéncias dos
locos de cpDNA analisados.

Fonte de variacio gL Soma dos Componentes de  Porcentagem Indices de P-value
quadrados varidncia de variacio fixacdo

Entre grupos 2 35,219 0,118 25,17 Fst: 0,431 <0,001

(GN+GC+GS)

Entre populacoes 31 47,004 0,084 17,92

dentro de grupos

Dentro de 474 126,015 0,266 56,91

populacoes

Total 507 208,238 0,467 100,00

g.l., graus de liberdade.

Os grupos foram definidos ap6s a analise da distribuicdo
geografica dos 16 haplotipos encontrados. Nas duas analises (Tabela 10
e Tabela 11), a maior parte da diferenciacdo encontrada esta contida
dentro das populagdes de Araucaria angustifolia, em funcdo de algumas
populagdes possuirem hapldtipos que outras ndo possuem e vice-versa.

Na segunda andlise de AMOVA (Tabela 11), a fonte de
variagdo que menos captou a variacao final foi “entre popula¢des dentro
de grupos”, pois dentro de cada um dos trés grupos existe a
predominéncia de certo haplotipo entre as populagdes.

A diferenciacdo genética entre os grupos foi de 25,17%. Este
valor poderia ser maior caso ndo fosse observada a zona de mistura
entre os grupos GS e GC.

6.4. “D” de Tajima

Tabela 12. Valores do “D” de Tajima para 0s grupos e populacbes de
Araucaria angustifolia.

Grupos (n° de plantas) “D”de Tajima  Intervalo de neutralidade (95%)
GN (30) 1305 1,807 ~ 2,020
GC (195) 0,793 -1,760 ~-2,100
GS (283) 1,043 11,748~ 2114
Barbacena (15) 0,139 -1,791 ~-1.984
Campos do Jorddo 0,628 “
Faxinal 1447

Manoel Ribas 1263

Imbat 1443

Palmital 1,570

Ponta Grossa 0,526

Turvo -1,160

Laranjeiras do Sul 1,570

Irati -1,317
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Tabela 12. Continuacdo. Valores do “D” de Tajima para 0S grupos e
populagBes de Araucaria angustifolia.

Curitiba 0,854
Doiz Vizmhos 0,923
Chopmzmho 1,932
Pato Branco 1201
San Padro 0.863
Major Vieira 12012
Ponts Serrada 0,399
Videira 0395
Catanduvas 1376
Curitibanos 0,238
Concordia 0,764
Cacador 1,376
Campos Noves 0.221
Rancho Quemade -0,399
Bom Retiro 0742
Lages 0,762
Urubici -1,160
S2o Joaquim 0,079
Lagoa Vermelha 0,594
Passo Fundo -1,001
Bom Jesus 1122
Nova Petropolis 0,399
Gramado -1,159
Cagapava do Sul (13) -1,149 -1,776 ~-1.876

Todos os valores para 0 D de Tajima sdo significativos. A
hipotese nula (Neutralidade) foi rejeitada em funcdo dos valores de P
ndo estarem dentro do intervalo de neutralidade Valores negativos
indicam expansdo populacional, j& as populacbes e grupos populacionais
gue apresentam valores positivos podem estar sofrendo declinio
populacional.

O Grupo Sul - GS apresenta forte expansao populacional, ja os
outros dois grupos estdo sofrendo declinio populacional em diferentes
proporcOes. Este teste apenas sugere expansdo e declinio populacional.
Estudos adicionais deve ser efetuados para a comprovacdo destas
hipoteses.

6.5. Estrutura filogeogréfica

Na andlise conjunta dos trés grupos populacionais, pode ser
observado o padrdo filogeogréafico | (Avise et al. 1987). Este padrdo €
caracterizado por uma descontinuidade muito acentuada na distribuicéo
geogréfica dos haplétipos do GN em relacdo aos do GC e GS. Os
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haplétipos do GN séo exclusivos em relagdo aos do GC e GS. Essa
barreira genética pode ter sido causada em funcdo da extingdo de
genotipos intermediarios durante o Gltimo maximo glacial (27.500 -
14.500 A.P.), sendo que o fluxo génico (entre GN e GC) nédo foi
registrado do holoceno mediano até o presente, com os dados deste
estudo. Stefenon et al., (2008) sugerem que a diferenciacdo acentuada
das populacdes de Sdo Paulo em relacdo as do sul, podem ser devido a
uma diferenca no periodo de re-colonizacdo dos planaltos onde a
espécie ocorre atualmente.

Restringindo-se a analise somente os grupos do sul, é possivel
sugerir a existéncia de um reflgio para cada grupo e expansdo destes
grupos até a formagdo de uma “zona de mistura”. Esta zona contém as
populacdes de San Pedro, Dois Vizinhos, Chopinzinho, Pato Branco,
Ponte Serrada, Concordia, Major Vieira e Videira. O valor negativo do
“D” de Tajima para o GS sugere que este grupo populacional continua
seu avanco sobre a zona de mistura (Tabela 12). No entanto esta
hip6tese devera ser comprovada com a realizacdo de amostragens mais
direcionadas nesta regido. O valor positivo para o “D” de Tajima para
GC ndo significa que este grupo sempre esteve em declinio. Analises
estatisticas de expansdo/declinio populacional deverdo ser realizadas
para a corroboracdo da hipdtese da zona de mistura.

A Figura 12 traz uma simulagéo da vegetacdo durante o auge do
Gltimo periodo glacial (25.000-15.000 A.P.), (Ray e Adams, 2001).
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Figura 12. Mapa da vegetacdo Sul-Americana durante o auge do Ultimo periodo
glacial (25.000-15.000 A.P.). Legenda: 1- Floresta tropical; 5- Semi-deserto
tropical; 6- Pradaria tropical; 7- Deserto tropical extremo; 8- Savana; 9- Floresta
temperada latifoliada; 10- Floresta tropical montanhosa; 16- Deserto temperado;
17- Semi deserto temperado; 18- Estepe florestal; 19- Mosaico montanhoso; 22-
Estepe seca; 23- Estepe/pradaria temperada; 26- Gelo permanente. Retirado de
Ray e Adams (2001).

As regides que atualmente possuem populacbes de Araucaria
angustifolia sdo as regides de nimero 6, 22, 7 e 17 (Figura 12). Destas,
a regido 6 poderia ter oferecido condigbes limitadas para a
sobrevivéncia da espécie durante o ultimo maximo glacial, ja que nas
outras regibes se tornaria impossivel a sobrevivéncia da espécie. Deve-
se levar em consideracdo também que apesar dos ambientes
representados pelos nimeros 7, 17 e 22 ndo serem propicios para o
amplo desenvolvimento de formagdes florestais, eles poderiam conter
zonas com condi¢cdes ambientais favoraveis para o estabelecimento de
reflgios para a Araucaria angustifolia, como os vales de diversas serras
encontradas no sul do Brasil (Behling et al., 2004).
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A proximidade das casas subterraneas indigenas em diversas
areas do sul do Brasil, aliada com o amplo compartilhamento de
haplétipos em populagdes adjacentes nestas respectivas areas podem
sugerir o possivel efeito antropogénico na dispersdo de Araucaria
angustifolia. Considerando-se que a dispersdo de sementes a longas
distancias ndo ocorre efetivamente em A. angustifolia de forma natural,
a acdo humana poderia ter amplificado esta dispersdo para algumas
regibes mais distantes ou auxiliar na transposicdo de barreiras
geograficas.

Analisando a Figura 13, pode ser observada a existéncia dois
agrupamentos de casas subterréneas, um na divisa dos estados de Santa
Catarina e Rio Grande do Sul e outro no estado do Parana.
Considerando a hipétese da existéncia passada de um refugio glacial no
GC e outro no GS, podemos sugerir que apos o Holoceno mediano e
tardio, tenha existido um possivel efeito antropogénico de dispersao de
haplétipos dentro das respectivas regides.

BRAZIL

Paraguay

e

Parana river, &
Legend o

Argentine /Ay ol
[ Araucaria Forest -

[ cerrado
[=] Coastal Vegetation

Lo,

[ Dense Tropical Forest
[C] Grassland

[C] seasonal Deciduous Forest Uruguay

[Z] seasonal Semi-Deciduous Forest & 0

200 km

B Pit-house occurrences

Figura 13. Distribui¢do geografica das “casas subterrdneas” em territorios
elevados do sul do Brasil. Retirado de Bitencourt e Krauspenhar (2006).

No entanto, segundo Bitencourt e Krauspenhar (2006), esse
possivel efeito antropogénico na dispersdo da espécie s poderia ter
ocorrido entre 2000 e 200 anos A.P., durante o Holoceno tardio, mais de
dois mil anos apds a rapida expansdo da Araucaria angustifolia (Behling
et al.,, 2004). Portanto, esse efeito de dispersdo culminaria no auge da
distribuicdo da espécie nos tempos atuais, antes da exploracdo massiva
da madeira e da introducéo do gado em determinadas areas.

Sendo assim, esse possivel efeito antropogénico pode ter
contribuido muito para a miscigenacgdo da espécie, com a introdugéo de
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novos alelos e haplétipos em populagdes , culminando no aumento no
aumento da diversidade genética, expansdo e compartilhamento de
haplétipos em populagBes adjacentes em Santa Catarina e no Parana,
como Visto nos resultados deste trabalho.

Dentro do GS, um possivel refagio glacial poderia estar
localizado dentro do Parque Nacional da Serra Geral, nos municipios de
Cambara do Sul (RS), Jacinto Machado (SC) e Praia Grande (SC). A
existéncia de canions protegidos pode ter servido de reflgio para a
espécie durante o Ultimo maximo glacial (27.500 - 14.500 A.P.).

Muito préximo a este possivel refligio, estdo presentes trés
populacdes amostradas neste trabalho (Bom Jesus, Gramado e Nova
Petrdpolis). Estas populagfes possuem o hapl6tipo H9 e trés de suas
variacdes (H13, H15 e H16). Para a comprovacdo da hip6tese deste
refugio, existe a necessidade da amostragem de uma populagdo
pertencente a este parque. A serra do Rio do Rastro, em Santa Catarina,
apresenta 0s mesmos padrdes de Cambara do Sul.

Outro suporte para a hipotese levantada da existéncia de um
refugio no &mbito da Serra Geral vem da palinologia. Behling et al.
(2004) encontraram em Cambara do Sul, pélen de Araucaria angustifolia
datando de 42.840 anos antes do presente. Além disso, Bitencourt e
Krauspenhar (2006) identificaram a ocorréncia de casas subterraneas
dentro da Serra Geral, em Cambaré do Sul. Este fato reforga a hipdtese
do possivel efeito antropogénico de dispersdo da espécie, levando
haplétipos (H9 e suas variagfes) do possivel refugio glacial para as
demais &reas do GS.

A regido de Campos do Jorddo pode ter sido um dos possiveis
refigios glaciais dentro do grupo norte. Sua elevada altitude, incomum
para as cidades de seu entorno, pode ter propiciado condi¢des de
sobrevivéncia para a espécie. No entanto, neste momento é prematura
qualquer inferéncia sobre o grupo norte, em virtude da rasa amostragem
populacional ainda restrita desta regido. Outro possivel refugio glacial
do GN pode ter sido a Serra da Mantiqueira (SP-MG).

Dentro do GC, um possivel reflgio glacial pode ter ocorrido
dentro da Serra dos Campos Gerais, acima de Ponta Grossa (PR).
Behling também registrou a ocorréncia de pdlen de Araucaria
angustifolia durante o Gltimo maximo glacial (Behling, 1997) nesta
referida regido. Proximo a este possivel reflgio estd a populacdo de
Ponta Grossa com os haplétipos H5, H6 e H8. Bitencourt e Krauspenhar
(2006) também identificaram a presenca de casas subterraneas indigenas
nesta regido.
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7. IMPLICACOES PARA A CONSERVACAO DE Araucaria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze

Do ponto de vista conservacionista, € importante considerar que
possiveis disturbios futuros podem vir a eliminar alguns haplétipos de
baixa frequéncia. E importante entender como a variacio genética esta
distribuida na natureza para a eleicdo de dareas prioritarias para a
conservacdo da espécie e do ecossistema na qual ela esta inserida.

Com a introducdo em grande escala de dados oriundos do
genoma cloroplastidial, obtém-se uma nova fonte de informagdes
genéticas para a espécie, além dos marcadores moleculares nucleares
usualmente utilizados, tais como os Microssatélites e as Alozimas (e.g.
Auler et al., 2002, Stefenon et al., 2007).

Atencao especial deve ser dada as populac@es situadas ao norte,
especialmente para a regido de Barbacena, possuidora de hapl6tipos
exclusivos e em elevado grau de fragmentacdo florestal. Nesta referida
regido, remanescentes florestais com a presenca de Araucaria
angustifolia devem ser conservados com a criacdo de unidades de
conservagdo, pois esta regido possui polimorfismos de cpDNA néo
encontrados nas plantas situadas ao sul do Brasil. Na regido de
Barbacena ndo existem unidades de conservacdo que contenham
araucaria.

A coleta sustentavel de sementes para a conservagdo in situ on
farm de Araucaria angustifolia pode ser direcionada para as regides
possuidoras de maior polimorfismo de cpDNA dentro dos trés grupos
filogeograficos identificados.

No entanto, o baixo nimero de haplétipos ou a homogeneidade
total de uma populacdo em nivel de cpDNA néo significa uma baixa
diversidade genética a nivel de genoma nuclear. Patreze e Tsai (2010)
acessaram a diversidade genética dos dois genomas em uma populagéo
de Campos do Jorddo, e encontraram um maior polimorfismo quando
avaliaram a informacdo contida em marcadores microssatélites
nucleares em relagdo ao intron matK.

De fato, marcadores nucleares polimorficos como as alozimas e
0s microssatélites possuem uma dinamica e evolugdo muito mais rapida
que as marcas organelares. No entanto, apesar destes marcadores
demandarem de elevado volume de dados e trabalho para o
estabelecimento de inferéncias evolutivas, eles sdo de extrema
importancia para 0 monitoramento da diversidade genética e sua perda,
fluxo génico e andlises de parentesco em populagdes.
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8. CONCLUSOES

O espacador intergénico DT foi 0o que mais contribuiu sitios
polimorficos para a caracterizacdo da estrutura filogeogréafica em
Araucaria angustifolia. No entanto, mais dois marcadores foram
integrados a andlise em funcdo do baixo ndmero de hapl6tipos
observados na andlise de um loco individual.

Os resultados obtidos sugerem que as populacdes de Araucaria
angustifolia situadas no Grupo Norte permaneceram isoladas em relagdo
as populagdes do sul ao final do dltimo periodo glacial (UGM). Uma
barreira genética foi sugerida (Figura 11) para também fundamentar esta
hipotese.

O padrdo encontrado de divergéncia genética se encaixa na
categoria descontinua | proposta por Avise et al. (1987), sendo que a
mais provavel circunstancia evolutiva é a extincdo de genotipos
intermediarios e ou a presenca de barreiras impedindo o fluxo génico
entre o grupo norte e 0s grupos do sul.

Na analise individual dos grupos GC e GS, estes apresentam o
padrao filogeogréafico descontinuo 2, caracterizado por apresentar zonas
secundérias de mistura.

Podemos sugerir, preliminarmente, que ao término do dltimo
periodo glacial (27.500 até 14.500 A.P.) a espécie Araucaria
angustifolia se expandiu até os limites atuais, com uma maior
intensidade a partir de 4.300 anos A.P., a partir de trés reflgios glaciais,
sendo um refugio situado em cada grupo populacional. Os locais mais
provaveis para o estabelecimento de reflgios sdo Campos do Jorddo
e/ou Serra da Mantiqueira para o Grupo Norte, Serra dos Campos
Gerais/ PR para o Grupo Central e Serra Geral, Aparados da Serra e/ou
Serra do Rio do Rastro para o Grupo Sul. Estes locais apresentam
evidéncias palinoldgicas da presenca de araucéria datando antes do
inicio do Ultimo Maximo Glacial. Outra constatacdo que suporta esta
hipotese é a presenca dos trés grupos populacionais e da zona de mistura
entre GS e GC.

Contudo, a identificacdo exata dos epicentros de dispersdo da
espécie requer ainda a inclusdo de novas populagfes nas analises
filogeograficas, um amplo levantamento e integracdo de dados oriundos
de estudos arqueoldgicos, botanicos, geogréaficos e palinoldgicos, pois
provavelmente antes do inicio do ultimo periodo glacial, a espécie
ocupou areas com diferentes perfis da atual, contraindo e expandindo
em func¢do das constantes varia¢fes das condi¢cGes ambientais.
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Para a realizacdo de inferéncias mais concretas, existe a
necessidade de se estudarem as relacGes filogenéticas intra-especificas
nos genomas nuclear (codificante e ndo codificante) e mitocondrial, em
funcdo das diferentes dindmicas destes genomas. Além do fato da
heranca ser paterna do cloroplasto (p6len) e materna da mitocéndria
(6vulo), (Williams, 2009).

9. PERSPECTIVAS FUTURAS

Para o futuro, existe a necessidade da ampliacdo desta analise
inicialmente para outras populagdes e, posteriormente para 0 genoma
mitocondrial, pois sua transmissao é exclusivamente materna (Williams,
2009), sendo, portanto, um contraponto a analise do DNA
cloroplastidial.

A partir da introdugdo de um marcador de mtDNA, podera ser
estudado o efeito diferencial da dispersdo do pdlen e das sementes, em
funcdo da heranga paterna do cloroplasto (via pélen) e materna da
mitocOndria (via semente). As gimnospermas apresentam esta vantagem
em relacdo as angiospermas.

Considerando-se que a dispersdo de polen deve ser mais
abrangente que a dispersdo natural de sementes, espera-se que
hapl6tipos mitocondriais (distribuidos por meio das sementes)
apresentem-se  agrupados, enquanto haplétipos  cloroplastidiais
(distribuidos por meio do pdélen) tendam a ser distribuidos de forma
relativamente mais homogénea. Neste caso, a hipdtese sera aceita se a
diferenciacdo genética entre populacdes apresentar diferentes padrfes de
divergéncia genética quando acessados por meio do genoma
cloroplastico ou mitocondrial.

O genoma nuclear também pode ser integrado na analise
filogeografica, com a analise de regides codificantes, como alguns genes
nucleares portando baixo nimero de cdpias (Sang, 2002) e regifes ndo
codificantes, tais como os marcadores moleculares microssatélites
(SSR), do género Araucaria (Scott et al., 2003; Schmidt et al., 2007;
Salgueiro et al., 2005; Robertson et al., 2004). Deve-se atentar para a correta
re-amostragem dos individuos quando se utilizarem marcadores
moleculares situados em locos dipléides (Pons e Chaouche, 1995).

Estas necessidades se ddo em virtude das diferentes dindmicas
destes genomas, como as diferentes taxas de mutagdo, evolucéo,
pressdes de selecdo distintas e a presenca de recombinages e rearranjos
no genoma nuclear.

49



Adicionalmente, com a anéalise de um gene nuclear codificante,
podera ser possivel caracterizar sinais de adaptacdo seletiva em funcgéo
das diferencas entre ambientes de ocorréncia de Araucaria angustifolia,
principalmente do gradiente norte-sul e leste-oeste acentuado.

Para a realizacdo de inferéncias mais concretas, existe a
necessidade da ampliagdo da amostragem populacional para as
populacgdes situadas no grupo norte (GN). Os municipios de Tabodo da
Serra (SP), Itapecerica da Serra (SP), Sdo Carlos (SP), Camanducaia
(MG), e Pocgos de Caldas (MG) possuem fragmentos florestais contendo
Araucaria angustifolia (Mattos, 2012). Caso estas populagdes sejam
integradas a analise filogeografica, o Grupo Norte (GN) serd mais
saturado, com a possibilidade de serem encontrados, haplétipos comuns
aos dos grupos GC e GS, quebrando assim a possivel barreira genética
identificada neste trabalho. Caso o padrdo haplotipico do Grupo Norte
se mantenha o mesmo, estes novos dados irdo corroborar a barreira
genética encontrada e a categoria descontinua tipo |.

Futuramente, a comparacdo do estado filogeografico de
Araucaria angustifolia, com o padrdo de outras espécies associadas e
pertencentes a Floresta Ombrofila Mista (FOM), como a Acca
sellowiana e Dicksonia sellowiana, podem revelar padrfes interessantes
entre estas espécies filogeneticamente distantes.
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APENDICE 1

Sequéncia parcial do espacador intergénico trnD-trnT (514 pb),

Araucaria angustifolia, haplotipo 1.

5
GGATCAACAAAACATTTGATCTCTCACTTTCCTCTCTTCTGAAGTAACTG 50
TTTGTTCTATTCTATATATTTCTAATACATCTATATCTAGATGTAGATAG 100
ATATAGATATATCGGGGGTTCTATAACTAATTACTTTTTCACCAATGTCA 150
GAAATTGACATAAAAATTACCGATGGATCATGTTTATATT GGGTCGAGCT 200
GGAATTGAACCAGCGTCGGCATATTGCCAACGGATTTACAATCCGCCCCC 250
ATGAGCCACTCGGGCATCGACCCAGGAACAAGAAATGGAAAGTCTTTAGC 300
ATACCCAATGCGTATCCTAAAGACTTTCATAGCATATTACCCCTAGGGGA 350
AGTCGAATCCCCGTTGCCTCCTTGAAAGAGAGATGTCCTGGGCCACTAGA 400
CGATAGGGGCCCGCCTATCATCATTCTATTCAAATCCCTATGARATTGTC 450
AACAGTATGAACAAAATTCCACTAATCTTCTCTAGGTTAGTAGTTTAATA 500

TTTTTATTATTGTA 3°

Os sitios varidveis estdo destacados em cinza. Ver Tabela 8 para a

variacdo e distribuicdo dos demais haplétipos.
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APENDICE 2

Sequéncia parcial do espacador intergénico psbC-trnS (1.120 pb),

Araucaria angustifolia, haplotipo 1.

5°
ATCTAGATAGCCARGTATAGCTGAGCCACRAGGAAGGATTCAGTTAGARG 50
GETARTAGCGARAGATCCCGCIRATCCTGCCTGCCACCATGGEARACGGRA 100
TICARTTTITARTIICATCCAGITIICICIGITGIITAATTAAGAGGAGT 150
CATGGRARGGACAGGITCARARAT CACGATCAATTCCTTICTCARATCCTIG 200
CIGCAGCTGCACGAGCCCITCCIGCATGCCACARATGACCTACGARGRAG 250
RARRATCCTAGRACARLATGAGRGET GGRATARCCARCTTICGGEGEGATAC 300
AAAATTICACCGCATIAATCICGETAGCTACACCACCCACGGAGTTTARRG 350
RACCTRARAGGAGCATGAGTACTATATTCCGCCGRACGTCGTICTTGCCRR 400
GGCTGIATGTCCTITTITCAGCCITACTCAGGTCTARARCCATTAGGACCC 450
CITARIGGITICTARCCAGEGGGCACGGAGRTCCCARARACGCATTGITIC 500
CCCTCCARAGATGATITICICCAGTAGGAGARACGCATAGATATITACCTAA 550
RCRRGTTAGGCCCTIGGGCAGACCCRARACTAGCTCCARRGACGTTGART 600
CCICTRACTAGRAACRGTARTGGCTIGGAGCTIGRAGARGECCTCCIGGEE 650
GCCCGEGRRARAGECCCCARTAAGRTICCACRAGEGARARAGCGEATTIGES 700
ICTITAACTIAATAGGACARAGTAAGCTICICCCGGACCATACARCGCGLG 750
GACGAGCCCCARTGCRARAGGGITTTGCTTARGATGT GCCCAGATACCAD 800
CGARGRTRCARRTGGGARCCTTRACCCATACATGTICCTCCARATTATAT 850
CITCCIAGATTGICTACGCTARACGAT CCATCCCTCTCCTCCRARAGGGGAL S00
TTAAGIARATARCCARATATARCACTTGGETTARGAGTTAAGT TCGTAAT 8950
TITTCITRCATCTIGCCACCGCCGGGAGCCCARGTATCATATACACCGCCA 1000
RRATACRRAGCCTITGRGCACTAGARGRARAGCACCRACACCTAGCARGRT 1050
TAGATGARTACCCARRATTGTGGTCATTTIGTTCCTATCTTTCCATACAT 1100

RACCARRARRTGGRARAGRT 3°

Os sitios variaveis estdo destacados em cinza. Ver Tabela 8 para a

variacdo e distribuicdo dos demais haplétipos.
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APENDICE 3

Sequéncia parcial do espacador intergénico trnS-trnfM (874 pb),

Araucaria angustifolia, haplotipo 1.

5
GTTACGGTCARRCCCATRACTATTCCTGGCTCTCTTCCATCCTTCGGATE
GGCGEETACCEEGEATCCAACCCCCATCTTCTCCCTGGCARRACGACARATT
TTACCATTCAACCATACCCGCATTTGGCTCETTCTTGGCATAATATATAT
ATATATATCTTATGCCATATATTTGTATGCAGATATATTTTATGRARATAR
CGARATTTTCATGATTTCCTCATTGAARATAACCCCTCCCCTGAGCACTTT
CATTTGGTTTCTTGGGACTTGTCGEAARAGACCCTTCCGAGCTATAATCCT
CTTCGGGCAGECGGEGCAGAGAATTTACCARACGATTCTAGACATATTAAGE
TATGAAAGAATTAAGGATACCTACTAAAACACTAATCCAATCCATAAGTGE
AGTACACCCGRAATAAACATTTTTGCTACTTGACCAACCATTAGCGAGAGE
CAAGTGCGACAGGTACACCAATCACTAGGAGAAATCGAAATTGCAATTAAT
GCARATACAGACGATTCCARAACGCRAATAGTCATGEGTTGTGATCTTARRARAGT
TTCCAACACGATTCAATACGACTATACCATCTGATCCCTATCCGGTCAATTT
ATARATCCATTGCACTCGGATTTGATTTGATCATARATTCATCTAGTTTAR
AACTCTTTTTTTTTTTCTAT CCAATTTCTATTTGACGT GEGCACGAGRACGAGE
GARAGAGATTCATTTATTTTTCCCATACATAATGAARRTTTATTACAACE
TGTATATCTATCGCATAT CTAACGCATAGATATGTACCTATGTTTATGTGAT
TGATTCTGCATCTATCTGCATATCATATCGCATGCCTATGATCTATGCATC
TAGGCTCATTATTGAGCCCGATGE 3

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
550
600
650
700
750
800
850

Os sitios variaveis estdo destacados em cinza. Ver Tabela 8 para a

variacgdo e distribuicdo dos demais haplétipos.
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APENDICE 4

Populagdes e valores de Fst (par a par) para todos os possiveis pares
de populagdes.

List of labels for population samples used below:

5 Barbacena

23 Campos do Jordao
32 Faxinal

4: Manoel Ribas

5: Imbat

6: Palmital

i H Ponta Grossa

8: Turvo

9: Laranjeiras do Sul
10: Irati

2 51 K Curitiba

12 Dois Vizinhos
3 Chopinzinho

14: Pato Branco

152 Missiones

l16: Major Vieira

b i Ponte Serrada
18: Videira

193 Catanduvas

20: Curitibanos

21: Concérdia

22 Cacgador

23 Campos Novos

24 Rancho Queimado
25 Bom Retiro

26: Lages

27 Urubici

28: Lagoa Vermelha
297 Passo Fundo

30: Bom Jesus

31 Gramado

32 Nova Petrdpolis
33: Cagapava do Sul
34: Serra

*Serra, leia-se S&o Joaquim
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Population pairwise FSTs

Computing conventional F-Statistics from haplotype frequencies

Wom-Jdon b whlh

[ S R S S
PR TN PO N Y

is

1
0.00000
0.31047
0.36190
0.38095
0.466867
0.36667
0.47619
0.63810
0.36667
0.57619
0.40476
0.42381
0.43810
0.38095
0.36667
0.38095
0.40476
0.40476
0.44762
0.42381
0.44762
0.44762
0.40952
0.58095
0.49524
0.38095
0.63810
0.48095
0.52381
0.42381
0.44762
0.43810
0.40371
0.30000

2

0.00000
0.33333
0.35238
0.43810
0.33810
0.44762
0.60952
0.33810
0.54762
0.37619
0.39524
0.40952
0.35238
0.33810
0.35238
0.37619
0.37619
0.41905
0.39524
0.41905
0.41905
0.38095
0.55238
0.46667
0.35238
0.60952
0.45238
0.49524
0.39524
0.41905
0.40952
0.37411
0.27143

3

0.00000
-0.02041
0.03175
0.11946
0.12536
0.34650
0.11946
0.23137
0.07280
0.17920
0.22518
0.21875
0.25983
0.18033
0.33953
0.33953
0.40000
0.37619
0.38356
0.40000
0.36190
0.53333
0.44762
0.33333
0.59048
0.43333
0.47619
0.37619
0.40000
0.39048
0.35444
0.25238

0.00000
0.02747
0.21202
0.05844
0.36793
0.21202
0.20480
0.17437
0.15484
0.24939
0.27505
0.28054
0.28571
0.35910
0.35616
0.41905
0.39524
0.40039
0.41905
0.38095
0.55238
0.46667
0.35238
0.60952
0.45238
0.49524
0.39524
0.41905
0.40952
0.37411
0.27143

5

0.00000
0.25918
0.30000
0.19328
0.25918
0.45000
0.32738
0.13492
0.21675
0.31660
0.33516
0.3979¢6
0.43688
0.44968
0.50476
0.48095
0.49351
0.50476
0.46667
0.63810
0.55238
0.43810
0.69524
0.53810
0.58095
0.48095
0.50476
0.49524
0.46324
0.35714

0.00000
0.38995
0.40085
-0.07143
0.50704
0.16040
0.15584
0.26448
0.19061
0.27551
0.11877
0.34740
0.36190
0.40476
0.38095
0.40476
0.40476
0.36667
0.53810
0.45238
0.33810
0.59524
0.43810
0.48095
0.38095
0.40476
0.39524
0.35935
0.25714

0.00000
0.65934
0.38995
-0.00446
0.18542
0.41806
0.46685
0.42725
0.41781
0.35268
0.46669
0.44426
0.51429
0.49048
0.48932
0.51429
0.47619
0.64762
0.56190
0.44762
0.70476
0.54762
0.59048
0.49048
0.51429
0.50476
0.47320
0.36667

0.00000
0.40085
0.79181
0.60900
0.16793
0.33628
0.48014
0.50234
0.60952
0.60900
0.63333
0.67619
0.65238
0.67619
0.67619
0.63810
0.80952
0.72381
0.60952
0.86667
0.70952
0.75238
0.65238
0.67619
0.66667
0.64457
0.52857

0.00000
0.50704
0.16040
0.15584
0.26448
0.19061
0.27551
0.11877
0.34740
0.36190
0.40476
0.38095
0.40476
0.40476
0.36667
0.53810
0.45238
0.33810
0.59524
0.43810
0.48095
0.38095
0.40476
0.39524
0.35935
0.25714

10

0.00000
0.23469
0.57341
0.59019
0.53309
0.52703
0.42817
0.56952
0.54515
0.61429
0.59048
0.59063
0.61429
0.57619
0.74762
0.66190
0.54762
0.80476
0.64762
0.69048
0.59048
0.61429
0.60476
0.57861
0.46667

11

0.00000
0.39484
0.41244
0.29821
0.35328
0.05164
0.39732
0.38073
0.44286
0.41905
0.42497
0.44286
0.40476
0.57619
0.49048
0.37619
0.63333
0.47619
0.51905
0.41905
0.44286
0.43333
0.39877
0.29524

12

0.00000
0.19468
0.28005
0.26692
0.39524
0.37457
0.41905
0.46190
0.43810
0.46190
0.44716
0.42381
0.59161
0.50952
0.37867
0.65238
0.49298
0.53395
0.43810
0.46190
0.45238
0.41855
0.29870
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17

i3

0.00000
0.03024
0.32303
0.32560
0.24107
0.27557
0.27249
0.23942
0.23963
0.27249
0.30913
0.34435
0.27606
0.24513
0.40945
0.25434
0.28571
0.23942
0.23963
0.22581
0.30913
0.23314

14

0.00000
0.30080
0.13779
0.14935
0.16948
0.14566
0.11064
0.09852
0.14566
0.21308
0.16765
0.12409
0.13779
0.22250
0.10063
0.11960
0.11064
0.09852
0.08374
0.21289
0.15063

is

0.00000
0.33810
0.13511
0.36190
0.35300
0.33673
0.37123
0.24334
0.36667
0.50273
0.42153
0.12907
0.58977
0.39217
0.44122
0.37819
0.39399
0.38707
0.33556
0.05032

i6

0.00000
0.28753
0.27651
0.30839
0.28005
0.28179
0.30839
0.30704
0.41784
0.33702
0.26033
0.48014
0.31926
0.35835
0.28005
0.29344
0.28185
0.30270
0.21565

17

0.00000
0.23295
0.22619
0.19312
0.19124
-0.04464
0.26815
0.20536
0.22539
-0.04744
0.35039
0.16413
0.14792
0.19312
0.19124
0.17742
0.26723
0.02116

is

0.00000
0.22619
0.15668
0.18599
0.22619
-0.05456
0.28838
0.22539
0.20252
0.35039
0.20367
0.23252
0.19312
0.19124
0.17742
0.26723
0.13349

19

0.00000
-0.06203
-0.04247

0.19643

0.27318

0.20635
-0.02941

0.12857

0.21659
-0.00198

0.15751

0.15923

0.14286

0.12698

0.27571

0.12907

20

0.00000
-0.05280
0.15923
0.20465
0.15675
-0.04111
0.10479
0.16793
-0.02317
0.11172
0.12202
0.10317
0.08730
0.24380
0.10299

21

0.00000
0.14286
0.24675
0.09774
-0.06061
0.11079
0.10053
-0.05062
0.06122
0.10317
0.07429
0.05714
0.25063
0.13914

22

0.00000
0.27318
0.10714
0.16667
-0.03741
0.26407
0.09821
0.06122
0.15923
0.14286
0.12698
0.27571
0.06334

23

0.00000
0.35860
0.28571
0.23888
0.42249
0.26550
0.29511
0.24185
0.24675
0.23377
0.29524
0.14865

24

0.00000
0.08537
0.17447
0.00332
0.02232
-0.05495
0.15675
0.09774
0.07519
0.37176
0.27038

25

0.00000
0.14286
0.07249
-0.05978
0.05530
0.12415
0.08696
0.06832
0.29236
0.18216
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34

26

0.00000
0.29714
0.09401
0.11960
0.16005
0.15668
0.14286
0.23745
—-0.01819

27

0.00000
0.03887
0.022586
0.20996
0.14286
0.117865
0.44058
0.36102

28

0.00000
-0.00078
0.09864
0.05901
0.04037
0.27171
0.15312

239

0.00000
0.11172
0.06122
0.04082
0.30885
0.21086

30

0.00000
0.07579
0.06656
0.20672
0.16149

31

0.00000
-0.06178
0.06237
0.19498

32

0.00000
0.09314
0.18340

33

0.00000
0.21043

34

0.00000
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ANEXO 1

Marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder (New England)
Biolabs, utilizado como padrdo de peso molecular nas Figuras 6, 7 e 8.
Foto do fabricante, disponivel em:
http://www.neb.com/nebecomm/products/productn3232.asp Acesso em
30/01/2012.

Kilobases Mass ing)

— oo 42
80 4z
6.0 50
5.0 42

—40 33

3.0 125

- 05 42
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