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RESUMO

A espécie Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, o Pinheiro brasileiro,
€ a principal espécie da FOM. Foi a espécie florestal nativa mais importante no
Brasil, em condicdo da qualidade da madeira e de sua abundancia nas suas
areas de abrangéncia. Essa mesma caracteristica de uma espécie
economicamente vantajosa foi, porém que levou a reducdo da area original a
niveis insignificantes. A reducdo no tamanho das popula¢des nos fragmentos
torna as futuras geracbes mais comprometidas devido ao aumento do
cruzamento entre aparentados e a perda de alelos pelo efeito de deriva
genética, comprometendo a sustentabilidade da espécie e de organismos
associados. Uma das principais preocupacdes dos programas de conservacao,
juntamente a preservacao de habitats, € a manutencao de niveis adequados de
diversidade genética. O uso de ferramentas para a interpretacdo dos efeitos da
fragmentacdo dos remanescentes sobre a estrutura genética da populacéo
apresenta grande importancia nesse cenario. Dentro desse contexto, o objetivo
desse trabalho foi caracterizar a diversidade genética de uma populacdo de
Araucaria angustifolia de Campo dos Padres—Urubici(SC). Foram genotipados
59 individuos adultos e 58 individuos jovens, com o0 uso de trés locos
microssatélites (Aang0l1l, Ag20, Ag56). Desses locos genotipados foram
detectados um total de 50 alelos. Foram estimados os indices de diversidade,
indice de fixacdo e tamanhos efetivo. A heterozigosidade observada (Ho) variou
de 0,65 (Ag20) a 0,80 (Aang0l), com média de 0,72. A heterozigosidade
esperada (Hg) foi teve variacédo de 0,84 (Ag56) a 0, 93 (Aang01), com média de
0,90. O valor encontrado para o indice de fixacao (f) variou de 0,14 (Aang0l) a
0,29 (Ag20), apresentando a média de 0,20 para os trés locos. Os resultados
encontrados para esses indices indicam a possivel ocorréncia de excesso de
homozigotos na populacdo. Comparando os dados entre as geracdes, a
diversidade genética (He ) e a heterozigosidade observada foram semelhantes
para os individuos jovens e adultos foi praticamente igual ( He ~0,90 para
ambos e Ho de 0,73 nos adultos e 0,71 nos jovens). O indice de fixacéo foi
maior nos jovens (0,21) em relacdo aos adultos (0,18), ainda que a diferenca
tenha sido pouco expressiva. A obtencdo desses indices sugere que haja
cruzamento entre parentes e consequente aumento da endogamia nos jovens.
Os valores de Ne encontrados sugerem que em longo prazo a populacdo
amostrada tem sua diversidade genética ameacada. Dessa forma, as
estratégias de conservacdo para a espécie devem priorizar 0 aumento dos
tamanhos populacionais e viabilizar o fluxo génico entre as populacdes.
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1. APRESENTACAO

Esse trabalho tem o objetivo de apresentar as atividades desenvolvidas
durante o estadgio de conclusdo no curso de Agronomia da Universidade
Federal de Santa Catarina.

O estéagio foi realizado durante o segundo semestre letivo de 2011, no
Nucleo de Pesquisas em Florestas Tropicais (NPFT) / Laboratério de Fisiologia
do Desenvolvimento e Genética Vegetal (LFDGV), no Centro de Ciéncias
Agréarias/UFSC.

Este trabalho esta inserido no contexto do projeto Fundamentos para
conservacao e uso sustentavel do pinhéo, financiado pela FAPESC, que tem
como principais objetivos fundamentar acdes para 0 uso sustentavel do pinh&ao
em remanescentes florestais, bem como estudar estratégias e modelos de
conservacao e domesticacdo da espécie. Mais especificamente, dentro do
projeto, esse trabalho faz parte da acdo de pesquisa 4: Caracterizacdo da
Diversidade genética e fluxo génico histérico e contemporaneo da Espécie com
enfoque na Meta 5, que pretende caracterizar a diversidade e estrutura
genética em 10 populacbes de A. angustifolia, empregando marcadores

microssatélites.

2. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A Floresta Ombrdfila Mista (FOM), também denominada floresta de
pinheiros, mata de Araucaria, faz parte do Dominio da Mata Atlantica e se
encontra em uma regido de clima pluvial subtropical, limitada pelas latitudes
19°15’ S e 31°30’ S e entre as longitudes 41°30’ W e 54°30’'W. Localiza-se em
latitudes que vdo de 500m a 1200m nos estados do sul do Brasil. Ainda

apresenta ocorréncias nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. No inicio do
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século XX, cerca de 35% dos estados do sul do Brasil eram ocupados pela
FOM, resumindo hoje a valores de 3% (GUERRA, 2002) a 13% (RIBEIRO et

al., 2009) da é&rea original.

A espécie Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze, o pinheiro brasileiro, é
a principal espécie da FOM. E uma planta da familia Araucariaceae, sendo a
Unica espécie de seu género com ocorréncia natural no Brasil (MANTOVANI et
al., 2004). Foi a espécie florestal nativa mais importante no Brasil, em condicao
da qualidade da madeira e de sua abundéancia nas suas areas de abrangéncia.
Essa mesma caracteristica de uma espécie economicamente vantajosa foi,
porém, que levou a reducao da area original (HIGA et al., 1992). A maioria dos
remanescentes encontrados se resume a pequenos fragmentos de populacdes
de variados tamanhos, quase sempre em formacdes mistas, com espécies
folnosas, em densos sub-bosques, 0 que € um grande impasse para a

regeneracao natural da espécie (SHIMIZU et al., 2000).

A excessiva fragmentacdo das populacdes leva a uma reducédo no seu
tamanho efetivo, comprometendo a sustentabilidade tanto das populacfes da
espécie em questdo, quanto dos organismos, plantas ou animais associados
(VIANA et al.,, 1992). No caso da araucaria, grande parte do remanescente
pode estar se tornando inviavel e sujeita ao desaparecimento, devido ao
rompimento da dindmica da sua regeneracao, amadurecimento e reproducao.
Mesmo que o ciclo se complete, o pequeno tamanho efetivo das populactes
nos fragmentos torna as futuras geracfes cada vez mais comprometidas
devido ao aumento da endogamia e perda de alelos pelo efeito da deriva
genética (SHIMIZU et al., 2000).

Uma das principais preocupacfes dos programas de conservacao,
juntamente a preservacao de habitats, é a manutencao de niveis adequados de
diversidade genética. Com o0 continuo processo de mudancas ambientais, a
diversidade genética dentro de populacdes permite a continuidade da evolucao
da espécie e sua consequente adaptacdo a essas novas condicdes. No
entanto, a perda de diversidade pode interferir e levar a processos de
endogamia e reducdo na reproducdo e sobrevivéncia (FRANKHAM et al.,

2008).
12
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A fragmentacdo florestal € uma das principais preocupacdes e se
caracteriza como uma ameaca presente em todos os ecossistemas florestais,
constituindo-se como uma das principais causas de perda de diversidade
genética dentro de populagcbes. Com a fragmentacdo pode ocorrer uma
reducdo no numero de individuos, o declinio nos tamanhos populacionais e
consequente separacao de remanescentes florestais por areas nao florestadas
(SEOANE et al., 2005). Nessas populacdes pequenas pode ocorrer 0 processo
de deriva genética, o que significa ocorrer um afastamento das freqiiéncias de
seus alelos comparados aos da populacao original (KAGEYAMA et al., 1998).

A manutencao da diversidade genética frente a fragmentacdo, dessa
forma, assume uma preocupacao. Porém a associacao de fatores longevidade
do individuo, diversidade genética e potencial para o fluxo elevado de pdlen e
de sementes entre as populac¢des, seriam os fatores esséncias na resisténcia a
extincdo e a perda de diversidade durante a mudanca das condi¢des
ambientais (HAMRICK, 2004).

O uso de ferramentas moleculares para a interpretacdo dos efeitos da
fragmentacdo dos remanescentes sobre a estrutura genética da populacéo
apresenta grande importancia dentro desse cenario. Os microssatélites sao
utilizados hoje rotineiramente para a medida da diversidade genética em uma
gama de espécies, muitas dela em risco de extingdo. Apresentam a
caracteristica e vantagem de mostrarem altos niveis de polimorfismo e muitos
alelos por loco (FRANKHAM et al., 2008).

Desta forma, este trabalho tem como perspectiva a geracdo de
conhecimentos que possam potencializar este contexto, 0 que permitira o
delineamento de estratégias que favorecam conservacdo da espécie. A
proposta de insercdo desse trabalho esta baseada na necessidade de
conhecimento e quantificacdo da real situacdo da araucéaria, em relacdo a
estrutura e a diversidade genética da espécie, para uma possivel geracao de
dados relacionados ao manejo sustentavel, que permeiem tanto a producao
sustentavel de pinhdo, quanto a conservacdo, a domesticacdo e o0

melhoramento genético da espécie. Esses fatores aliados a estudos de
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distribuicdo de alelos dentro de populacdes podem proporcionar informagdes
para o desenvolvimento de estratégias apropriadas para 0 manejo e para a

conservacao dos recursos genéticos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Aespécie

A Araucaria angustifolia (BERT.) O. Kuntze é uma espécie caracterizada
por seu porte elevado e formato peculiar. Atinge, quando adulta, de 20 a 50
metros de altura e de um a dois metros de diametro. O seu tronco € de forma
cilindrica e raramente ramificado. Os ramos sao dispostos em verticilos que
diminuem a distancia entre si a medida que se aproximam da copa. Quando
jovens, possuem a copa em um formato conico e a medida que envelhecem o
formato se apresenta em forma de umbela terminal E conhecida popularmente
como pinheiro brasileiro, pinheiro do Parana, pinho, e pelos indigenas chamada
de Curi e Curitva. (Reitz & Klein, 1966).
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Figura 1- Individuo adulto de Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze. Fonte:Alexandre
Mariot, Journal of Heredity, setembro de 2006.

E uma espécie didica, raramente mondica, com sexos separado em
cones ou estrébilos (Reitz & Klein, 1966). As inflorescéncias masculinas (figura
2-a) sao cones cilindricos de 10 a 15 cm de comprimento e com 2,5 a 3 cm de
espessura, dispostos lateralmente em galhos novos. Os cones femininos
(figura 2-b) formam-se no apice dos galhos laterais novo. Sao constituidos por
varias escamas dispostas em espiral em torno de um eixo. Apos a fecundacéo,
0 estrébilo assume um formato arredondado e quando maduro chega a medir
de 15 a 18 cm e produzir de 100 a 120 sementes (HUECK, 1972).

O amadurecimento do podlen e o evento da polinizacdo ocorrem
geralmente no més de setembro. Podem estar maduras de fevereiro a
dezembro, dependendo da variedade, porém, geralmente maduras entre abril e
maio (REITZ et al.,1978).

15
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Figura 2- Estruturas reprodutivas da Araucaria angustifolia: estrébilo masculino (a);
estrébilo feminino (b). Fonte: Alex Zechini, 2010.

A ocorréncia natural da espécie esta limitada as abrangéncias da
fitofisionomia Floresta Ombrofila Mista (FOM) pertencente ao Bioma Mata
Atlantica. Pertence a familia das Araucariaceas, € a Unica espécie do género
de ocorréncia natural no Brasil (MANTOVANI et al., 2004). O género Araucéria
conta com 19 espécies somente no hemisfério sul, das quais duas sé&o
oriundas da América do Sul e o restante da Oceania (SETOGUCHI et al.,
1998). A sua area de abrangéncia esta principalmente na parte leste e central
do planalto meridional do Brasil, nos estados do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul e, ainda, nos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Rio de

Janeiro na forma de manchas esparsas (REITZ et al., 1978).
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A éarea de abrangéncia da Araucaria angustifolia era de cerca de
200.000 Km?2 no Brasil (REITZ et al., 1978). No inicio do século XX, cerca de
35% dos estados do sul do Brasil eram ocupados pela FOM, resumindo hoje a
valores de 3% (GUERRA, 2002) a 13% (RIBEIRO et al., 2009) da area original.
Esse histérico de exploracdo esta diretamente relacionado a qualidade
madeireira de espécie, que a fez ser considerada a espécie florestal nativa
mais importante do Brasil (HIGA, 1992). Nos anos 60, por exemplo, sua
madeira chegou a ser 92% da madeira exportada pelo pais (HUECK, 1972). Na
regido sul do pais, a intensificacdo da exploracdo na floresta de araucéria
ocorreu apenas apés a década de 1910, com a construcdo da rodovia Sdo
Paulo-Rio Grande, a chegada da companhia Lumber e a crescente demanda
por madeira no Sudeste brasileiro, na Argentina e no Uruguai. Antes disso, a
demanda era destinada a pequenas fabricas de tecnologia rudimentar voltadas
as necessidades locais como madeira serrada, construgcdo de casas e de

pontes (Carvalho e Nodari, 2008).

3.2. Fragmentacéao Florestal e Diversidade Genética

A fragmentacdo de habitats continuos que levam a formacdo de
remanescentes isolados espacialmente é uma ameaca para a manutencao da
diversidade de muitos ecossistemas terrestres (YOUNG et al., 1996). A
fragmentacdo florestal € uma das principais preocupacdes e se caracteriza
como uma ameaca presente em todos os ecossistemas florestais, constituindo-
se como uma das principais causas de perda de diversidade genética dentro de
populacdes. Com a fragmentacdo, pode haver uma reducdo no namero de
individuos, um declinio nos tamanhos populacionais e conseqiiente separacéo
de remanescentes florestais por areas nédo florestadas (SEOANE et al., 2005).
Em plantas, ainda, os efeitos da fragmentacdo se tornam mais agravados
devido as caracteristicas de habito séssil, grande variedade de sistemas

reprodutivos sexuados a assexuados, possibilidade de fluxo génico tanto por
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pélen como por sementes, as interacbes de polinizagdo e dispersdo com
animais vetores, que podem ser afetados por eventos de fragmentacao.
(YOUNG et al., 1996).

Fatores relacionados a acdo humana frequentemente atuam na reducao
das populagbes, levando-as a tamanhos nos quais as espécies ficam
susceptiveis a efeitos acidentais ou estocasticos. Essas flutuagbes sédo
sentidas em pequenas populacdbes e podem ter origens ambientais,
catastréficas, demogréaficas ou genéticas. Mesmo que a causa original do
declinio seja removida, tendéncia é que em pequenas populacées o0s
problemas surgidos persistam a menos que 0s ndmeros sejam restabelecidos

(FRANKAM et al., 2008).

Com a reducdo do tamanho populacional a fragmentacdo leva a
formacdo de gargalos genéticos, pois os individuos remanescentes contém
apenas uma pequena amostra do conjunto genético original (YOUNG et al.,
1996) e a populacdo remanescente passa a ter um tamanho menor que o
minimo adequado (Ne minimo) para que 0 mesmo possa ter sua normal
continuidade e evolucdo. Como consequéncia, a diversidade genética nessas
populacdes € geralmente perdida levando assim a um processo de deriva
genética, o que significa ocorrer um afastamento das frequéncias de seus
genes comparados aos da populacéo original, podendo levar a perda de alelos.
(KAGEYAMA et al.,, 1998). Tais efeitos podem interferir na persisténcia da
espécie. Em curto prazo, a perda de heterozigosidade pode reduzir a aptidao
individual da espécie, inviabilizando o remanescente populacional. Em longo
prazo, porém, a diminuicdo da riqueza alélica pode limitar a capacidade da
espécie a responder as mudancas relacionadas as forcas seletivas (YOUNG et
al., 1996).

O impacto do tamanho populacional reduzido ocorre a cada geracao e
as perdas se acumulam com o tempo. Em pequenas populacdes, alguns
alelos, principalmente os raros, podem néo ser transmitidos devido ao acaso.

Dessa forma, a frequéncia dos alelos nas geracfes seguintes tende a diferir
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daquela dos parentais (Figura 3), e ao longo de varias geracdes a frequéncia
dos alelos flutuam de uma geracdo para outra, num processo de deriva
genética (FRANKAM et al., 2008).

p=0,5

g =0,37
F=10,125
p= 0,75
q = 0,25
=0

Figura 3- Deriva genética nas frequéncias alélicas em uma populacdo de mico-ledo-
dourado. p, g e r sdo as frequéncias dos alelos A; A; e As, respectivamente. Frankham
et al., 2008.

Os efeitos da deriva podem ser percebidos, ainda, pela mudanca do
conjunto genético populacional e o possivel afastamento do equilibrio de
Hardy-Weinberg e a sua esperada estabilidade para as frequéncias alélicas
diminuidos com o processo de reducao populacional (fragmentacdo). Em uma
simulacdo com a frequéncia de alelos com o decorrer das geracfes (Figura 4),
pode-se perceber a mudanca da frequéncia desses alelos ocorrida pelo
processo de deriva. Considerando um conjunto génico inicial de p=0,5,

observa-se claramente a tendéncia do afastamento dessa frequéncia em
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diferentes direcdes e magnitudes, sendo conformadas frequéncias alélicas
distintas a cada geracdo. Os alelos ainda podem ser perdidos ou fixados
(homozigosidade), e uma vez isso acontegca assim permanecera ao menos que
fluxo génico com outra populacdo e fendmenos de mutacdo ocorram
(TEMPLETON, 2011)
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Figura 4- Resultado de simulagdo de vinte réplicas de uma populacdo finita de
tamanha 25 (2N=50) para dez geracg®es, partindo de um conjunto génico inicial com
p=0,5. A distribuicdo das frequéncias alélicas é mostrada apés 1, 2, 5, e 10 geracdes
de deriva genética. Templeton, 2011.
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O tamanho populacional reduzido pode ainda apresentar outros riscos.
Em longo prazo, pode haver um aumento da endogamia, decorrente da maior
probabilidade de autofecundacéo e acasalamento entre individuos aparentados
(Kageyama e Gandara, 1998). Em populagbes pequenas, a endogamia se
torna inevitavel e quanto maiores os niveis de parentesco, maior sera o grau de
endogamia. Um dos maiores problemas € o aumento da probabilidade de se
gerar genotipos homozigotos de alelos letais, semi-letais ou deletérios idénticos
por descendéncia. Na maioria das espécies florestais, existe uma freqtiéncia
consideravel de alelos recessivos de efeito deletério e letais que, quando
combinados em homozigose resultam numa baixa viabilidade de sobrevivéncia
e reproducdo (SHIMIZU, 2007). Com a ocorréncia da endogamia hd uma
reducdo na heterozigosidade, reducdo/perda do vigor de reproducéo
(depressédo endogamica) e aumento dos riscos de extingdo. Da mesma forma,
a endogamia € acumulada com o tempo e mais evidenciada em pequenas

populacdes (Figura 5).
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Figura 5- Aumento do coeficiente de endogamia F em funcdo do tempo em
populacdes finitas de diferentes tamanhos (N). Frankham, 2008.
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3.3.  Fluxo génico

Ao partir da premissa que uma espécie se encontra em isolamento, se
assume que todos os individuos que contribuem para a proxima geracao vém
da mesma populacdo sem nenhuma contribuicdo de individuos de outra
populacdo. Embora a maioria dos cruzamentos possa ocorrer dentro da mesma
populacdo local existe a possibilidade de ocorrer troca génica com individuos
de populacdes distintas, o que ¢é caracterizado como fluxo génico.
(TEMPLETON, 2011).

O fluxo génico em populacdes de plantas pode ocorrer através da dispersao
do pélen e de semente (MARTINS, 1987). Para a espécie Araucaria
angustifolia a polinizacao é feita pelo vento e 0s principais autores da disperséo
sdo aves e roedores tais como a gralha azul (Cyanocorax chrysops), o
papagaio do peito roxo (Amazona vinacea), a cutia (Dasyprocta azarae), o rato-
do-mato (Oryzomys ratticeps), a paca (Agouti paca), o ourico (Coendu villosus)
e 0 esquilo brasileiro (Sciurus aestuans) (CARVALHO, 2003). Junto a
diminuicdo de areas florestadas, a fragmentacdo pode interferir na dindmica de
dispersédo do podlen e das sementes. A interrupcdo por areas nao florestadas
pode acarretar na defaunacdo, truncando assim, a curva de dispersao de
sementes proxima a planta materna, o que diminui o fluxo génico entre
populacdes e, ainda, dificulta a dispersdo de pdlen devido a grande distancia
entre os fragmentos (JORDANO, et al.,2006).

A existéncia de fluxo génico entre populacdes, dessa forma, faz-se de
grande importancia para a sustentabilidade da espécie. Com a ocorréncia de
fluxo génico, novos alelos podem ser introduzidos dentro da populacdo e a
diferenca nas frequéncias alélicas entre as populacdes locais, dessa forma, se
tornard menor. Consequentemente serdo diminuidas a variabilidade genética
entre as polucdes locais e a variabilidade genética em uma populacdo
aumentara. Dessa forma, os efeitos do fluxo génico na variablidade genética
intra e interespecifica tem efeito contrario aos da deriva genética

(TEMPLETON, 2001). O fluxo génico, dessa forma, atua como um fator
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evolutivo responsavel pela homogeneizacdo das populacgdes, restringindo os
efeitos da deriva genética e selecdo (SEOANE et al., 2000).

3.4. Marcadores Microssatélites

A genética de populacbes lida com a distribuicdo e manutencdo da
variacdo genética no espaco e no tempo. Certas técnicas permitem medir
variacdes e trazer informacdes, como as de diversidade e de estrutura genética
dessas populacdes, por exemplo. Essas técnicas sdo baseadas no uso de
marcadores genéticos que se caracteriza por serem capazes de identificar
diferencas entre dois ou mais individuos ou organismos. Do ponto de vista
molecular, um marcador genético (ou loco marcador) serve para identificar um
local ou uma regido de um cromossomo, e se caracteriza por ser capaz de
identificar entre dois ou mais individuos ou organismos. Para ser eficaz, um
marcador genético deve ser capaz de identificar altos niveis de polimorfismo,
apresentar estabilidade em diferentes ambientes, detectar grande namero de
locos néo ligados (NODARI, et al., 2008; TEMPLETON, 2011).

Uma das técnicas amplamente utilizada se baseia na andlise de
repeticbes curtas em tandem (short tandem repeats). Tais repeticdes séo
denominadas de microssatélites, também conhecidos por SSR (simple
sequence repeats) ou STR (short tandem repeats), e sao regides normalmente
nao codificantes de DNA repetitivo, compostas por curtos motivos de 1 a 6
nucleotideos (Oliveira et al., 2006). Dessa forma, cada regido genémica que
contenha um determinado numero de repeticbes de uma destas sequéncias,
constitui-se num loco genético altamente variavel entre individuos e
multialélico, portanto, altamente informativo (Ferreira e Grattapaglia, 1995).
Podem ser aplicados para diversas finalidades, como, por exemplo,
mapeamento genético, analises populacionais diagnéstico de doencas,

investigacOes forense, estudos ecoldgicos, andlise de paternidade.
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Porém, existem algumas limitacbes desses marcadores que devem ser
consideradas nos estudos de genética de populacdes. Uma delas se refere a
alta taxa de mutagdo em microssatélites, que é muito maior do que no restante
do genoma (Oliveira et al., 2006). A explicacdo mais aceita para a mutacéo dos
locos microssatélites € a de “slippage” da DNA polimerase (Li et al., 2002), ou
seja, erros durante a replicacio do DNA. Nesse processo, quando na
reassociacao das fitas podem ocorrer erros de posicionamento, levando a uma
adicdo no numero de repeticBes, se o0 erro ocorreu na fita complementar, ou a
uma delecédo, caso o erro ocorra na fita molde (Oliveira et al., 2006). Dessa
forma, alelos de locos microssatélites com o0 mesmo numero de repeticdes nao
necessariamente possuem um ancestral comum, isto €, podem ser idénticos
por simples acaso (homoplasia). A homoplasia de microssatélites pode causar
distorcbes nas estimativas a respeito da conectividade entre populacdes e
espécies (fluxo génico, filogenias) (Estoup et al., 2002). Além disso, apesar de
gue a maioria dos locos microssatélites se encontrarem em regides nao-
codificadoras sendo seletivamente neutros, uma boa parte podem estar em
regides codificadoras ou regulatorias, podem estar envolvidos na organizacéo
da cromatina, regulacdo de processos metabolicos do DNA e regulacdo da

expressao de alguns genes (Li et al., 2002)

Microssatélites estdo presentes em genomas eucariotos e procariotos.
Porém, a frequéncia de microssatélites e os tipos de repeticdo variam entre
taxons (Oliveira et al., 2006). Dessa forma, para a utilizacdo de marcadores
microssatélites € necessario o desenvolvimento de marcadores especificos
para cada género/espécie, ja que os iniciadores devem anelar nas regides que
flanqueiam as sequéncias repetidas. Para Araucariaceae, a primeira descricao
de microssatélites em foi publicada por Scott et al. (2003), onde foram
desenvolvidos marcadores para a espécie Araucaria cunninghamii. Em
sequéncia, Salgueiro et al. (2005) e Schmidt et al. (2007) desenvolveram SSR

especificos para A. angustifolia e A. araucana.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral
Caracterizar a diversidade de uma populacdo de Araucaria angustifolia visando

dar suporte para a elaboracdo de estratégias e modelos de conservacdo da
espécie.

4.2. Objetivos Especificos

e Caracterizar a diversidade genética dos individuos adultos da populacao
existente na regido do Campo dos Padres (Urubici SC), utilizando

marcadores microssatélites;

e Caracterizar a diversidade genética dos individuos jovens da populacéo
existente na regido do Campo dos Padres (Urubici SC), com uso de

marcadores microssatélites;

e Obter informacbGes relativas as possiveis taxas de fluxo génico,

endogamia e deriva genética, oriundos da fragmentacéo populacional,

e Conhecer e aplicar técnicas de extracdo e quantificacdo de DNA, bem

como de genotipagem por meio de marcadores SSR.

5. MATERIAL E METODOS

5.1. Areade Estudo

A regido do Campo dos Padres esta situada na borda oriental do Planalto
Catarinense numa faixa de Campos de Altitude que pertence aos municipios de

Urubici, Bom Retiro, Alfredo Wagner, Anitpolis, Santa Rosa de Lima, Rio
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Fortuna e Grdo Para. A éarea, de aproximadamente 63.000 hectares, esta
inserida nas abrangéncias da Serra Geral, 0 que a faz um importante elemento
geografico, atuando como divisor de aguas (vertente Atlantica e vertente do
interior). Nessa regido se encontram nascentes de importantes rios de Santa
Catarina (exemplo do Rio Canoas) e os picos mais altos do estado: Morro Bela
Vista do Guizoni (1823m), Morro da Boa Vista (1827m), Morro do Campo dos
Padres (1790m) (MMA, 2006).

\
\ Atedo Wagner ™,

Bon Aetro

Figura 6- Mapa do estado de Santa Catarina, com destaque dos municipios de
abrangéncia do Campo dos Padres. Alex Zechini, 2010.

Na regido predominam solos rasos com comuns afloramentos do
material de origem e ocorréncia de solos organicos-hidromorficos juntos as
nascentes e turfeiras (GOMES, 2009). Segundo a EMBRAPA (2004), a area
possui um relevo fortemente ondulado com presenca de pedras com substrato
oriundo de rochas efusivas da Formacdo Serra Geral. Os solos possuem
pequena espessura e baixa fertilidade destacando as classes dos

Cambissolos, Neossolos Litolicos e Argissolos.

Para o periodo de 2002 a 2008, as estacdes meteorologicas da CIDASC

localizadas no centro dos municipios de Bom Retiro e Urubici, indicaram,
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respectivamente, as temperaturas: média de 15,7 e 15,4°C, minima de -5,2 e
- 5,3°C e maxima de 34,2°C. Neste mesmo periodo a precipitacdo média anual
foi de 1.511 mm para Bom Retiro e, 1.384 mm para Urubici (GOMES, 2009).

A regido comporta um mosaico vegetacional onde se inserem 0s
Campos de Altitude. Segundo Klein (1978), no mapa fitogeografico do Estado
de Santa Catarina, onde ele descreve cobertura vegetal desse estado, a area

comporta as seguintes fisionomias:

Floresta de Araucéria da Bacia Pelotas-Canoas: constituida de pinhais
densos, agrupados em manchas, muitas vezes interrompidas pelos campos. As
suas maiores concentragcdes se encontram ao longo dos grandes rios, vales e
encostas, enquanto nos terrenos ondulados predominam 0S campos e 0S

capoes;

Campos de Altitude na borda oriental do Planalto Catarinense:
associados as matinhas nebulares que cobrem grande parte da crista da Serra
Geral e Serra do Mar. Nestes campos, as ervas pertencentes as familias
Poaceae, Cyperaceae, Xyridaceae, Asteraceae e Verbenaceae desempenham
papel preponderante. O aparecimento de turfeiras ndo é raro, formadas pelos

musgos, onde predomina o género Sphagnum.
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Figura 7- Imagem de satélite da area de limites das Abrangéncias do Campo dos
Padres e delimitacdo das areas de coleta das amostras. NPFT-UFSC,2011.
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Figura 8- Imagem de satélite da area de coleta das amostras com 0s respectivos
pontos de coleta para cada amostra (individuos jovens e adultos). NPFT-UFSC,2011.
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5.2. Coletadas Amostras

Foram coletados o total de 60 individuos jovens e 60 individuos adultos,
respeitando uma distancia minima de 50m entre os individuos. Considerou-se
adultos plantas com DAP (didmetro a altura do peito-1,3m) igual ou superior a

20 cm e jovens plantas com altura até 3,0 m.

A amostragem foi feita coletando-se um ramo dos individuos
selecionados. Para auxiliar a coleta das amostras, utilizou-se estilingues em
funcdo do porte elevado de algumas plantas. Apdés a coleta, as folhas
(aciculas) foram acondicionadas em sacos plasticos, devidamente identificados
e mantidos sob baixa temperatura, para evitar a degradacédo do material. As
amostras foram transportadas ao Laboratoério de Fisiologia do Desenvolvimento
Genético Vegetal (LFDGV) da Universidade Federal de Santa Catarina onde
ficaram armazenadas sob refrigeracao até o momento da extracédo de DNA.

5.3. Extracdo de DNA

O procedimento utilizado para a extracdo do DNA da folha (aciculas) foi
através do método do CTAB (brometo de cetil trimetil ambdnio) de acordo com o
protocolo desenvolvido por Stefenon et al. (2004) especifico para a espécie.

Apés a extracdo, as amostras foram acondicinadas em freezer -20°C.

5.4. Quantificacdo e Diluicdo das Amostras

Posteriormente foi feita a quantificacdo de cada amostra utilizando-se o
espectrofotometro NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). Cada amostra foi

guantificada e novamente as amostras foram acondicionadas em freezer -20°C.
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As amostras foram, entdo, diluidas, utilizando como base os dados da
guantificacdo. Todas as amostras foram padronizadas a uma concentracdo de
10 ng/pl.

5.5. Padronizacdo das Amostras

Da mesma forma que nas amostras de DNA, também se realizou a
diluicdo dos iniciadores, deixando-o0s a uma concentracdo de 100uM. A solucéo
trabalho foi criada a partir dos primers diluidos, e foram padronizados a uma
concentragéo de 10uM.

Para a padronizacdo das amostras se realizou, primeiramente,
amplificagdo exponencial de fragmentos génicos de interesse contidos na
amostra através da Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR). Foram utilizados
para a realizagdo desse trabalho trés locos microssatélites de acordo com a
tabela 1.

Tabela 1 - Locos microssatélites nucleares, suas sequéncias de amplitude
alélica esperada (em pares de base, pb), a sequéncia dos iniciadores e 0s
respectivos autores que os desenvolveram.

Loco Motivo Sequéncia (5' para 3') Tamanho esperado (pb) Referéncia
Aang0l1 F (CT)x TGACGGGTTCACTCCTACCT 202 - 252 Schmidt
R TAGGAACCCCCATTCATTTG et al. 2007
Ag20 F (GA)r ACTAGGAATGGATGTTGGTG 256 - 270 Salgueiro
R AAGGTATGGCATCATGTCTC et al. 2005
Agh6 F (TC);; CCACACTCAAAACAATAGCAGTTC 166 - 176 Salgueiro
R TGAAGTTGGCCAATCAGATAC et al. 2005

Para a amplificacdo do iniciador Aang01, o seguinte conjunto de ciclos e
temperaturas foi utilizado: 95 °C por 3 min para desnaturacdo seguido de 30

ciclos, sendo cada ciclo composto por trés fases: a primeira com 95 °C por 30
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S, a segunda com a 55 °C por 45 s e a terceira com 72 °C por 1 min para
extensdo, e a extensédo final a 72 °C por 7 min. Para a amplificagdo dos
iniciadores Ag20 e Ag56, utilizou-se de um programa touchdown PCR (DON, et
al., 1991) com o seguinte conjunto de temperaturas: 94°C por 2 min; duas
vezes 0 ciclo de 94° por 1 min, 57°C por 1 min (-1°C a cada ciclo), 72°C por 2
min, repetido 9 vezes. Em seguida 94°C por 1 min, 48°C por 1 min, 72°C por 2
min, repetido 12 vezes. Para finalizagcdo da reacao, utilizou-se a temperatura de
72°C por 20 min. A reacédo da PCR foi realizada em termociclador PTC-100 (MJ
Research).

Para a amplificacdo dos iniciadores foi utilizado o seguinte protocolo de
mix de reagentes (para um total de 12 uyl de reac&do): 1x Taq buffer
(Fermentas), 0,25 U de taqg DNA polimerase (Fermentas), 0,1 uM de cada
iniciador (F e R), 1,0 mM de cada dNTP (Fermentas), 1,5 mM de Cloreto de
Magneésio (fermentas) e 10 ng de DNA.

5.6. Corrida Eletroforética

Para a visualizacdo do produto da PCR para testar as temperaturas de
anelamento (Ta°C) de cada um dos trés locos microssatélites, utilizou-se a
técnica de eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Para o preparo do gel a
solucéo padrao foi de 3,0 g de agarose em 200 ml de tampéo TBE (tris-borato-
EDTA) 1x (tris-Cl 20 mM, acido borico 2M, EDTA). A mistura preparada foi
dissolvida e aquecida em forno microondas. Apds o aquecimento e diluicdo, a
solucdo foi resfriada até a temperatura ambiente e despejada em cuba de
acrilico horizontal, com o uso de pentes de acrilico para a formacdo de pocos
para a aplicacdo das amostras. Em sequéncia a polimerizacdo do gel,
adicionou-se o gel sob imersdo em tampao TBE 1x. Em cada poco, aplicou-se
5 yL de de uma solugdo com 12 pL de amostra mais 4 yL de corante GelRed
(Biotium).

31



O principio da eletroforese se baseia na migragédo por repulsdo do pélo
negativo para o polo positivo. Ocorre, dessa forma, separacdo de moléculas
em funcdo de suas cargas elétricas de seus pesos moleculares e de suas
conformacdes (NODARI et al, 2008). Os fragmentos de DNA por serem
eletronegativos migram para o polo positivo. Para a identificacdo do peso
molecular das amostras foi utilizado uma solucédo de fragmentos de tamanho
conhecido de 100 pb DNA Ladder (Introgen).Na cuba eletroforética, a corridas
foram realizadas a uma corrente elétrica de 100 volts, e apds aproximadamente
45 minutos de corrida eletroforética e o resultado Vvisualizado por

transiluminag&o com luz ultravioleta.

5.7. Genotipagem

A genotipagem e a leitura dos alelos foram feitas através da revelagéo
dos microssatélites em gel de poliacrilamida 4%. Para a confeccdo do gel
foram utilizados 60 ml de acrilamida 4% 1x (Uréia 7M, TBE 0,5X, Bis-
acrilamida 4%, agua mili-Q deionizada), 40 yL TEMED e 400 ul de APS (
persulfato de amonio 10%).(Sambrook, 1989).

Para revelacdo das bandas amplificadas foi realizada uma corrida de
eletroforese na voltagem de 1800 V e poténcia constante de 70 W, com
aproximadamente 50 minutos corrida. Apds a corrida, o gel foi fixado em alcool
etilico 10% e acido acético 1% durante 10 min, pré-tratado com acido nitrico
1,5% durante 3 min, corado com nitrato de prata 0,2% durante 30 min, e
revelado em solucdo de carbonato de sédio 3,0% contendo 0,54 ml de
formaldeido, de acordo com a metodologia empregada por Creste et al. (2001),
e deixado secar a temperatura ambiente por 24 horas. Apés isso, o gel foi

avaliado com auxilio de transluminador de luz branca.

Os produtos amplificados das reac6es de PCR foram avaliados em gel
desnaturante de poliacrilamida a 4%. Nas linhas de extremidade e na metade
de cada gel foi utiizado como marcador, uma solucdo de fragmentos de

tamanho conhecido, de 10 bp DNA Ladder (Invitrogen).
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Figura 9- Gel de acrilamida 4% com individuos de Araucaria angustifolia amplificados.
LFDGV, 2011.

5.8. Analise de Diversidade Genética

A partir dos genétipos observados no gel foram calculadas, para os
individuos jovens e para os individuos adultos, as frequéncias alélicas e os
indices de diversidade: numero total de alelos (n° alelos), nimero médio de
alelos efetivos (Ae), heterozigozidade observada (Ho) e esperada (Hg), e indice
de fixacao(f). As frequéncias alélicas foram obtidas através do programa Fstat
(Goudet, 2002). Os indices de diversidade (n° alelos, Ae, Hg, Ho e f) foram

obtidos através do programa GDA (Lewis & Zaykin, 2002).

O numero de alelos foi obtido através do somatorio de todos os alelos
encontrados na populacdo. A média de alelos efetivos (Ae) foi obtida com a

divisdo do total de alelos da populacao pelo total de locos da mesma.
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A heterozigosidade média observada (Ho) foi obtida pela média entre os
locos do numero de individuos heterozigotos dividido pelo numero de

individuos amostrados.
Ho = [(ZPij)/n]/I
Onde:

(D_Pij) = somatoério dos heterozigotos (i # j);

n = ndmero de individuos total;

| = nimero de locos.

A heterozigosidade esperada (Hg) foi obtida empregando-se o estimador
nao viezado de Nei (1978):

He=2n(1- Y pd) /(20 - 1)

Sendo:

N

pi= frequéncia do alelo i;

n = ndmero de individuos amostrados.

Os indices de fixacao (f) foram estimados pelos desvios da
heterozigosidade esperada, sendo:
f:(HE—Ho)/HE

A significancia dos indices de fixacao foi obtida através de intervalo de

confianca (95%) através do programa GDA (Lewis & Zaykin, 2002).

O tamanho efetivo populacional foi estimado com base na formula

Ne =n/ (1 +f) (Li, 1976), onde:

n = numero de individuos da populacao;
f = indice de fixacdo da populacao.
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Os resultados de N para valores de referéncia de 50 (Frankel & Soulé,
1981), 500 (Franklin & Frankham, 1998) e 1.000 (Lynch & Lande, 1998) foram
obtidos pela multiplicacdo de n/ N pelo valor de referéncia em questao.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Aplicagcdo da Técnica

As atividades relativas a analise da diversidade genética foram
realizadas no Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética
Vegetal- LFDGV/CCA/UFSC.

Parte da pesquisa foi iniciada no més de dezembro de 2010, com a
extracdo de DNA das amostras. No més de fevereiro de 2011 foi feita a
guantificacdo das amostras que ficaram armazenadas a -20°C até o inicio do

estagio.

Os processos realizados durante a realizacdo do estagio abrangeram a
realizacdo das diluicbes das amostras e dos iniciadores; padronizacdo das
temperaturas de anelamento dos iniciadores através da realizacdo dos
processos de PCR e eletroforese em gel de agarose; eletroforese no gel de
poliacrilamida para a genotipagem dos individuos e analise dos géis para

obtencao das informacdes de diversidade genética dos individuos genotipados.

Durante todo o periodo de estagio dentro do laboratério foi possivel
acompanhar os trabalhos de outros estudantes de graduacao e pés-graduacéo,
destacando entre eles as rotinas de preparacao de reacdes de PCR, de géis de
agarose e poliacrilamida (assim como suas analises e interpretacdes), que

serviram de base para a realizacdo desse trabalho.
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O uso de marcadores microssatélites para a obtencdo de informacdes
de diversidade genética, foco desse trabalho, assim como para outros fins,
exige a realizacdo que muitos processos minuciosos. Para isso, € preciso
comprometimento, perseveranca e atengcdo nas etapas de ajuste de protocolos
e realizacdo das etapas rotineiras exigidas pelo processo, para alcance do
sucesso na obtencdo das informacBes esperadas. Além disso, muitas das
técnicas demandam tempo e exigem 0 uso de equipamentos para sua
realizacdo. Dessa forma, as atividades ficam condicionadas também a rotina do
laboratdrio, respeitando a necessidade de todos os trabalhos concomitantes.

Durante a realizacao do estagio, que possui um curto tempo de duracéo,
guando se tem como referéncia o exposto no paragrafo anterior, algumas
etapas foram comprometidas. Inicialmente a pretenséo era utilizar nove locos
microssatélites para uma maior consisténcia dos dados. Porém, devido o curto
tempo e dificuldade de ajuste de protocolo, a utilizacédo ficou restrita a trés
locos microssatélites para a andlise da diversidade genética. O principal
empecilho foi encontrado na padronizacdo das temperaturas de anelamento,
gue deve ser testada e ter consequiente anelamento em cada um dos
iniciadores utilizados. Além disso, para a genotipagem foi utlizada a
eletroforese em gel de poliacrilamida. Essa € uma técnica que também tem a
exigéncia de tempo e dificuldade de realizacdo, além de ser dependente do
sucesso de atividades anteriores (padronizacdo, PCR, desnaturacédo). Outro
item de relevancia € nessa etapa sdo as falhas de amostras que
freqientemente sdo observadas no gel, o que exige que repeticbes sejam
feitas, demandando maior tempo para a obtencdo dos resultados. Mesmo
assim, todas as atividades realizadas no laboratorio durante o estagio tiveram
um saldo muito positivo, proporcionaram grande aprendizado e serviram para o
contato e aplicacdo com as técnicas, além de proporcionarem 0 conhecimento
das verdadeiras dificuldades e exigéncia das técnicas aplicadas nesse

trabalho.
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6.2. Frequéncias Alélicas

A tabela 2 traz as frequéncias alélicas nos individuos jovens e adultos nos os

trés locos microssatélites analisados.

Tabela 2- Frequéncias alélicas nos trés locos microssatélites para o0s
individuos jovens e adultos de uma populacdes de Araucaria angustifolia de
Campo dos Padres- Urubici (SC).

Aang 01 Ag 20 Ag 56

alelos adultos jovens alelos adultos jovens alelos adultos jovens

194 0.009 0.000 234 0.009 0.000 144 0.027 0.036
200 0.017 0.009 236 0.000 0.010 146 0.191 0.027
202 0.000 0.009 238 0.000 0.069 148 0.127 0.054
204 0.009 0.009 240 0.027 0.020 150 0.218 0.054
206 0.060 0.019 242 0.063 0.029 152 0.255 0.054
208 0.034 0.046 244 0.143 0.069 154 0.100 0.018
210 0.095 0.065 246 0.152 0.098 156 0.045 0.054
212 0.095 0.028 248 0.063 0.088 158 0.018 0.205
214 0.095 0.074 250 0.080 0.118 160 0.009 0.223
216 0.103 0.028 252 0.071 0.108 162 0.009 0.080
218 0.078 0.074 254 0.071 0.176 164 0.000 0.196
220 0.103 0.148 256 0.116 0.078
222 0.103 0.056 258 0.027 0.010
224 0.078 0.111 260 0.054 0.039
226 0.026 0.093 262 0.098 0.039
228 0.009 0.065 264 0.009 0.000
230 0.026 0.056 266 0.018 0.029
232 0.043 0.056 270 0.000 0.020
234 0.009 0.037
236 0.000 0.009
238 0.009 0.009

A partir da andlise das frequéncias alélicas (Tabela 2) é possivel notar
gue na maioria dos locos (Aang0l, Ag23) ocorreu a presenca de alelos
exclusivos aos adultos. Em todos os trés locos ocorreram alelos exclusivos aos
jovens. A frequéncia dos alelos exclusivos foi variavel. Em sua maioria 0s
alelos apresentaram baixa freqiéncia, porém, alguns apresentaram uma
freqiéncia mais alta como o alelo 152 do loco Ag56, que apresentou cerca de

0,25 de frequéncia nos individuos adultos.
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A presenca de alelos exclusivos aos adultos pode indicar que eles podem ter
participado da reproducdo, mas seus descendentes (e seus alelos por
consequéncia) nado foram representados dentro da amostra de jovens desse
trabalho. Outra hip6tese é que nem todos estes individuos participaram do
processo reprodutivo e por consequéncia deixaram descendentes. Ainda, como
efeito da fragmentacéo e a formacédo de pequenas populacdes, alguns alelos,
principalmente os raros podem nao ter sido transmitidos devido os efeitos da
deriva genética (FRANKHAM, 2008). A presenca de alelos nos jovens pode
ser indicativa da possivel ocorréncia de imigracdo de sementes ou poélen de
outras populagbes ou oriundos de individuos adultos ndo capturados na

amostragem desse trabalho.

A populacdo de A. angustifolia analisada apresentou um alto nivel de
polimorfismo e diversidade genética para os trés locos microssatélites
analisados. Do total de trés locos em 117 individuos foram observados 50
alelos, indicando um alto nivel de polimorfismo. O numero de alelos por loco
variou de 11 alelos (Ag 56) a 21 (Aang 01), com uma média de 16,67 alelos por
loco. Sant’ Anna (2011) na caracterizacdo de uma populacdo natural de
A.augustifolia, utilizando trés locos coincidentes com esse trabalho (Aang01,
Ag20, Ag56) encontrou um numero de alelos de 22, 8 e 6, respectivamente. Os
valores encontrados sao nesse trabalho (21, 18 e 11) valores diferentes para
os locos Ag20 e Ag56 apresentaram valores que foram maiores nesse trabalho
enquanto o valor para o loco Aang0l foi similar ao trabalho de Sant'Anna.
Possivelmente os valores encontrados sejam devido ao fato de se tratarem de
populacdes diferentes, portanto, com efeito de deriva, fluxo génico
diferenciados. Além disso, a amostragem e as técnicas utilizadas nos trabalhos
também sao diferentes, o que justifica os valores encontrados. Stefenon et al.
(2007), utilizando dois locos microssatélites coincidentes com este trabalho
(Aang01, Ag20) encontram um numero de alelos para estes locos de 21, 18,
respectivamente, num total de seis populacdes naturais de A. angustifolia,
valores iguais aos encontrados nesse trabalho. Porém, especificamente para a

populacéo localizada em SC, o namero de alelos foi de 13, 11 alelos para os

38



respectivos locos. Tal fato deve-se possivelmente ao tamanho amostral. O
referido trabalho teve uma amostra de 63 individuos, na populacdo de SC,
enquanto que no atual trabalho a amostra foi de 117 individuos de
A.angustifolia.

Schmidt (2005) detectou até 22 alelos para o loco Aang01 em duas
populagcbes (total 94 individuos) de A. angustifolia localizadas no planalto
serrano de Santa Catarina. Patreze & Tsai (2010) detectaram apenas cinco
alelos para o loco Aang01, em 105 individuos amostrados em Campos do
Jorddo. O loco Ag56 também foi utilizados por Patreze & Tsai (2010). Estes
autores detectaram 9 alelos, ou seja, encontraram menos alelos do que no

presente estudo.

Salgueiro et al. (2005) caracterizaram trés populacfes da espécie (RJ,
PR e RS) em uma amostragem total de 60 individuos com dois locos
coincidentes com este trabalho (Ag20 e Ag 56). Os autores encontraram 8 e 6

alelos por loco respectivamente.

O trabalho de Bittencourt & Sebbenn (2007) revelou uma expressiva
diferenca em relacdo ao numero de alelos por loco. Este trabalho utilizou oito
locos SSR, dos quais dois séo coincidentes ao presente estudo (Ag20 e Ag56).
Conforme os autores, 0s locos apresentaram os numeros de alelos 12 e 13

respectivamente.

6.3. Indices de Diversidade Genética

A tabela 3 traz os indices de diversidade e indice de fixac&o para os trés locos

analisados.
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Tabela 3- indices de diversidade e indice de fixacdo para os trés locos
analisados para a populagédo de A.angustifolia Campo dos Padres-Urubici (SC).

Locos n N° alelos Ae He Ho f
Aang01 112 21 19,50 0,93 0,80 0,14
Ag20 107 18 15,50 0,91 0,65 0,29
Ag56 111 11 10,50 0,84 0,70 0,17
Média 16,67 15,17 0,90 0,72 0,20
Total 117 50
S 2,65 5,13 4,51 0,05 0,08 0,08

Ne alelos = nimero total de alelos; n = nimero de amostras; A, = alelos por loco polimorfico;
He = heterozigosidade média esperada; Ho = heterozigosidade média observada; f = indice
de fixagdo; S = desvio padréo.

A heterozigosidade observada (Ho) variou de 0,65(Ag20) a 0,80
(Aang01), com média de 0,72. A heterozigosidade esperada (Hg) foi maior em
todos os locos, variando de 0,84(Ag56) a 0, 93(Aang01), com média de 0,90.
Em outros trabalhos utilizando marcadores microssatélites em populacdes de
A. angustifolia, obtiveram valores de He menores que o0 encontrado no
presente estudo (He=0,90). SantAnna (2011) em uma populagdo com 513
individuos em Cacador-SC obteve o valor He=0,64. Patreze & Tsai (2010) em
uma populacdo em Campos do Jorddo de 105 individuos, obtiveram He=0,74
utilizando seis locos SSR. Stefenon et al. (2007) encontraram He=0,65 para
seis populacdes A. angustifolia, empregando cinco locos microssatélites.
Bittencourt & Sebbenn (2008), utilizando oito locos SSR em uma floresta
continua no Parana encontraram para uma populacdo de 298 individuos da
espécie He=0,59. Schmidt (2005), utilizando sete locos SSR encontrou
He=0,88 para o total de 94 individuos da espécie no planalto serrano de Santa
Catarina. Salgueiro et al. (2005) encontraram He=0,34 em uma amostra total

de 60 individuos para trés populacdes.

Outros trabalhos ainda avaliaram a diversidade genética em populacdes
de Araucaria angustifolia utilizando marcadores isoenzimaticos. Apesar de ser
também um marcador co-dominante como os marcadores SSR, os indices
encontrados para diversidade genética tende a ser menor devido ao menor
grau de polimorfismo dos marcadores isoenzimaticos em relacédo aos utilizados
nesse trabalho. Zechini et al.(2011), encontraram um valore de He=0,124 para
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31 populagbes naturais da espécie em Santa Catarina. Ferreira (2008)
encontrou uma diversidade genética de He= 0,127 para uma populacdo da
espécie na Floresta Nacional de Trés Barras. Mantovani et al. (2006) em
Campos do Jorddo obteve He=0,170. Shimizu et al. (2000) encontraram
He=0,248 para uma populagdo no Parque Nacional do Iguacu.

Os resultados encontrados nesse trabalho indicam a possivel ocorréncia
de excesso de homozigotos na populagcdo, que acabam por diminuir a
diversidade genética dentro da populacdo afastando os valores de
heterozigosidade dos valores esperados em Equilibrio de Hardy-Weinberg. E
importante também que algumas ressalvas sejam feitas. A comparacao entre
populacBes de tamanhos diferentes é dificultada, pois 0 aumento no nimero de
alelos tende a aumentar com o aumento do tamanho da amostra. A
comparacao entre diferentes marcadores também se torna dificultada, devido
os niveis de polimorfismo diferentes, como j& mencionado. Além disso, esse
trabalho utilizou apenas trés locos microssatélites, o que dificulta uma
comparacao consistente com os dados obtidos nos demais trabalhos, que

empregaram entre 12 e 5 locos.

O valor encontrado para o indice de fixacao (f) foi positivo em todos os
locos, variando de 0,14 (Aang01) a 0,29 (Ag20), apresentando a média de 0,20
para os trés locos. Alguns trabalhos estudando a com a mesma espécie
encontraram valores variaveis para essa caracteristica. Ferreira et al. (2008)
(utilizando isoenzimas), obeteve o valor de f=0,40, valor alto, caracterizando
endogamia na populacdo.Schmidt (2005) encontrou o valor de f=0,30, valor
considerado muito alto. Nas 30 popula¢cGes analisadas por Zechini et al. (2011)
o indice meédio foi de f=0,245, valor também considerado alto. Sant'‘Anna
(2011) encontrou f=0,125, um valor considerado médio. Mantovani et al. (2006)
(utilizando isoenzimas) na mesma populacdo em Campos do Jordao obtiveram
f=0,006, valores baixos nesses dois ultimos trabalhos, descaracterizam a

presenca de endogamia nessa populacao .

Os valores de f encontrados nesse trabalho evidenciam que as

freqiéncias genotipicas observadas desviam das frequéncias esperadas
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segundos o equilibrio de Hardy-Weinberg, e quanto maiores os valores de f
encontrados, menos da diversidade potencial esta sendo realizada. Além disso,
o indice de fixagcdo meédio (f) foi igual a 0,2, valor elevado de fixacdo, o que
caracteriza um possivel excesso de individuos homozigotos. E importante,
ainda, ressaltar que varios fatores podem ter influéncia sobre o indice de
fixagcdo. A regido de ocorréncia, seu estado de conservagéo o tipo de marcador
utilizado sé@o alguns desses fatores. Além disso, para esse trabalho em
especial, o numero de locos reduzido (3 locos) o que dificulta uma comparacao
consistente com os dados obtidos nos demais trabalhos, como ja mencionado.

6.4. Indices de Diversidade Genética nas Geragoes

A tabela 4 contém as informacdes relativas aos indices de diversidade e
indice de fixacdo dos individuos jovens e adultos para os trés locos

analisados na populacgéao.

Tabela 4- indices de diversidade e indice de fixacdo dos individuos jovens e
adultos para os trés locos analisados para a populacdo de A.angustifolia
Campo dos Padres- Urubici (SC).

ADULTOS JOVENS

NO NO
Locos n alelos Ae He Ho f Locos n alelos Ae He Ho f
Aang0l1 58 19 19,00 0,93 0,81 0,13 Aang01 54 20 20,00 0,93 0,80 0,15
Ag20 56 15 15,00 0,91 0,66 0,28 Ag20 51 16 16,00 0,91 0,65 0,29
Ag56 55 10 10,00 0,83 0,71 0,15 Ag56 56 11 11,00 0,86 0,70 0,19
Média 14,67 14,67 0,89 0,73 0,18 Média 15,67 15,67 0,90 0,71 0,21
Total 59 Total 58

S 153 451 451 0,05 0,08 0,08 S 252 451 451 0,04 0,08 0,08

Ne° alelos = nimero total de alelos; n = nimero de amostras; A, = alelos por loco polimérfico;
He = heterozigosidade média esperada; Ho = heterozigosidade média observada; f = indice
de fixagdo; S = desvio padrao.

Foram encontrados altos niveis de polimorfismo e diversidade genética

para os trés locos microssatélites analisados, tanto para os individuos jovens

como para os adultos. Os jovens apresentaram um numero maior de alelos
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(47) em relacao aos adultos (44), onde seis alelos foram exclusivos aos jovens
e trés aos adultos. Como ja mencionado anteriormente, isso levanta a hipétese
de que nem todos os individuos adultos, por deriva genética, passaram seus
alelos ou deixaram descendentes na amostra coletada. A presenca de alelo
exclusivos nos jovens sugere que houve migracdo de pdlen e /ou sementes

oriundas de outra populacao ou de outros individuos adultos ndo amostrados.

A heterozigosidade esperada para os individuos jovens e adultos foi
praticamente igual (~0,90). Porém, a heterozigosidade observada para 0s
jovens foi também semelhante nos adultos (0,73) e nos jovens (0,71). O indice
de fixacao foi maior nos jovens (0,21) em relagcédo aos adultos (0,18), ainda que
a diferenca tenha sido pouco expressiva. A obtencdo desses indices sugere
gue haja cruzamento entre parentes e consequente endogamia nos jovens, que
acaba por diminuir a heterozigosidade observada para essa classe. Além disso,
a perda de heterozigosidade € cumulativa e a cada geracdo € esperada uma
menor diversidade genética nos jovens comparada aos adultos (FRANKHAM,
2008), caso ndo haja mudanca no tamanho dessa populacdo e ndo exista a

ocorréncia de fluxo génico com outras populacgdes.

A pequena diferenca encontrada entre as heterozigosidades observadas
das populacfes de jovens e adultos pode também ser devido a diferenca de
geracOes ser de provavelmente apenas uma geracdo. Mesmo os efeitos sendo
cumulativos com o decorrer das geracdes, grandes mudancas/ maiores
diferencas serdo observadas nas préoximas geracdes. Mesmo assim, esse
declinio da diversidade ja € uma evidéncia, ainda que incipiente, de que os
futuros individuos adultos dessa populacdo (agora representado pelos jovens)
possam nao ter diversidade suficiente para garantir a adaptacédo da populacéo

em longo prazo.

Alguns trabalhos também buscaram observar as diferencas entre
individuos adultos e jovens. Sant’Anna (2011) obteve também valores menores
de f nos adultos (0,096) em relacdo aos jovens (0,163). Seoane et al. (2005)
estudando uma populacdo de E. edulis obtiveram, da mesma forma, indice de

fixacdo na geracao jovem, seguido em relacdo as adultas. Gaiotto et al. (2001),
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também com E. edulis, detectaram maiores indicios de endogamia na geracao

de individuos jovens.

Em alguns trabalhos, porém ndo foram encontradas diferencas
significativas entre adultos e jovens. Bittencourt & Sebbenn (2009) comparam
adultos e progénie de A. angustifolia ndo encontraram diferenca significativa
para o indice de diversidade genética entre as coortes. Conte (2004) estudou
trés geracdes de E. edulis em quatro populagbes no Estado de Santa Catarina
também ndo observou diferencas significativas no indice de fixacdo entre
geracdes. Como hipétese para esses resultados pode se atribuir o fato de que
apenas uma geracao é muito pouco para que sejam percebidos os efeitos de

perda de diversidade e aumento da endogamia, com ja mencionado.

6.5. Tamanho efetivo populacional (Ne)

Os resultados de N para valores de referéncia de 50 (Frankel & Soulé,
1981), 500 (Franklin & Frankham, 1998) e 1.000 (Lynch & Lande, 1998) para os

adultos sdo apresentados na tabela a seguir.

Tabela 5- Tamanho efetivo populacional (Ne¢) para valores de referéncia de 50,
500 e 1.000

Pop. n F Ne N/Ne Ne 50  Ne 500 Ne 1000

Adultos 59 0,18 50 1,18 59 590 1.180

n = ndmero de individuos amostrados; f = indice de fixacao.

O tamanho amostral para os adultos foi de 59 individuos (Tabela 5),
entretanto o tamanho efetivo foi de 50 individuos, o que evidencia o efeito do
indice de fixagcdo na populacdo. Quanto menor forem os valores de f, mais
representativas sdo as amostras e maior sera o tamanho efetivo. Da mesma
forma, no calculo dos valores de referéncia, quanto menor o f, menor o nimero

de individuos necessarios para alcancar o valor de referéncia.
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O valor encontrado para 0 Ng50 (Frankel & Soulé, 1981) foi de 59
individuos, para o foi de 590 e para 0 Ne¢1.000 (Lynch & Lande, 1998) foi
de1180 individuos.

O valor encontrado para Ng50 (Frankel & Soulé, 1981) foi 59, o que
sugere que em curto prazo a populacdo amostrada ndo tem sua diversidade
genética ameacada, visto que a populacdo de plantas adultas na regido excede

este valor.

Analisando, porém, para o valor de referéncia N¢500 (Franklin &
Frankham, 1998), que se trata da conservacao genética em médio prazo, foi
encontrado o valor de 590 individuos. Esse valor sugere que a populacdo
amostrada, em médio prazo pode ter sua diversidade genética ameacada, uma
vez que a mesma foi alvo de intensa exploracdo madeireira no passado

recente (segunda metade do século passado, principalmente).

A populacdo amostrada possivelmente (devido a exploracdo sofrida no
passado, associada a topografia local) ndo alcanca o valor de referéncia
Nel1.000 (Lynch & Lande, 1998) encontrado (1180). Dessa forma, em longo
prazo essa populacdo nao teria condicdes de fornecer diversidade genética

adequada para sua sustentabilidade.

Porém, é importante a ressalva de que esses individuos nédo sao
representados pelo censo da populacdo. Dessa forma, a inferéncia de que so
esses individuos poderiam representar os eventos reprodutivos do fragmento
em que estdo inseridos pode ndo ser uma informacao consistente. Por isso,
uma melhor observacdo da area, com informacbes de densidade/ha
possibilitaria melhores inferéncias. Além disso, o valor de f é representado
nesse trabalho pela analise de apenas trés locos, 0 que pode estar interferindo

na consisténcia dos dados.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Quanto aos dados, de acordo com os resultados obtidos, mesmo com a
limitagdo da utilizagdo de um numero reduzido ocos microssatélites para uma
analise consistente dos dados, pbde-se perceber uma tendéncia dos dados
para o possivel risco da populagédo de A. angustifolia analisada. A presenca de
alelos exclusivos aos adultos pode ser indicio de um processo de deriva
genética e acarretar no comprometimento da sustentabilidade da populacéo.
Porém, para melhor inferéncia dos dados, é necesséaria uma continuidade dos
trabalhos nessa populacdo, assim como de outras populaces da espécie, que
compilados com outros dados de estrutura, demografia, fenologia,
proporcionardo a geracdo de conhecimentos para a elaboracdo de planos de

conservacao e domesticacdo da espécie.

Quanto a realizacao do estagio em si, todas as atividades desenvolvidas
foram validas e proporcionaram grande aprendizado e crescimento pessoal.
Além da caracterizacdo da diversidade genética da populacdo de A.
angustifolia realizada no LFDGV, no NPFT, o envolvimento com outras
atividades contribuiram também para esse processo durante o0

desenvolvimento do estagio.

Houve o envolvimento efetivo com atividades desenvolvidas por
graduandos, mestrandos e doutorandos e orientadores integrantes do Nucleo
de Pesquisas em Florestas Tropicais (NPFT). Em maior escala, a participacéo
nas atividades referentes ao projeto Fundamentos para a Conservacido da
Araucéria e Uso Sustentavel do Pinhdo. Além disso, semanalmente, a
participacdo nas reunides do NPFT, com discussao de assuntos relacionados
aos projetos de todos os estudantes, bem como temas de relevancia para a
ampliacdo de conhecimentos dentro do grupo, como discussdo de textos, de

artigos e apresentacao de seminarios.

Ainda como atividades complementares, houve durante o estagio a

participacdo em alguns eventos. Em destaque estdo a participacdo no 57°
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Congressos Nacional de Genética, nos més de setembro em Aguas de Lindoia-
SP, com apresentacdo de resumo relativo as atividades com Araucaria
angustifolia desenvolvidas durante as atividades desenvolvidas durante a
iniciagdo cientifica. Presenca no Workshop do Inventario Floristico Florestal de
Santa Catarina, no més de setembro em Florianépolis-SC, com a apresentacao
de resultados relativos ao levantamento socioambiental do projeto Inventario
Floristico Florestal de Santa Catarina. Participacdo também do 2° Workshop
sobre a lista de espécies ameacadas de extincdo de Santa Catarina, no més de
outubro em Florian6polis-SC, onde foi discutida a elaboracdo da lista das
espécies de conservacao prioritaria no estado. Ainda, no més de outubro,
apresentacdo de forma oral e na forma de péster, no Seminario de Iniciacéo
Cientifica — SIC/ICNPg/UFSC, com trabalho relativo a atividades com Araucaria
angustifolia desenvolvidas durante as atividades desenvolvidas durante a

iniciacao cientifica.

O estagio de conclusdo, dessa forma, tem como papel primordial a
ampliacao e producéo de conhecimentos. Através da pratica investigativa que a
pesquisa proporciona, o aluno deixa de ser apenas um recebedor de
informacdes, contribuindo diretamente na producdo de novos conhecimentos.
Além disso, um processo de enriquecimento na formacdo universitaria €
estabelecido, possibilitando ao estudante o contato maior com a area de
atuacao, ndo resumindo seus horizontes apenas aos conhecimentos tedricos
adquiridos em sala de aula. Esse processo potencializa também uma maior
autonomia na criacao de desenvolvimento critico, ético e cultural, preparando o
aluno com exceléncia para aos passos seguintes a graduacao, sendo esses
vinculados ou ndo ao meio académico. Além disso, novos horizontes séo
abertos e, dessa forma, hd uma ampliacdo de conhecimentos e um aumento da
capacidade critica e poder de inferéncia dentro dos assuntos estudados. Isso
proporciona um crescimento intelectual e permite a formacéo de profissionais

com exceléncia.
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