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RESUMO

A Araucaria angustifolia é uma espécie importante, tanto pelas
suas fungdes ecoldgicas, quanto pelos seus usos para 0s humanos. No
passado, a exploracdo madeireira ocorreu de maneira exploratoria,
resultando na fragmentacao do seu habitat natural e a classificando como
criticamente em perigo de extingdo pela IUCN. Neste contexto, as
medidas para a sua conservagdo foram no sentido de restringir o uso pelo
ser humano, desconsiderando possiveis interaces benéficas reportadas
na literatura, que podem favorecer a conservacgao de um recurso por meio
do seu uso. Vérias evidéncias e caracteristicas de A. angustifolia apontam
para uma interacdo forte com o ser humano, especialmente no periodo
pré-Colombiano, associada aos grupos Jé do Sul. Ha fortes evidéncias de
que esta espécie dependeu da aglo antrOpica para sua expansdo e
sobrevivéncia, tornando os modelos atuais de conservagao limitantes para
a manutencao de paisagens com araucaria. O objetivo deste trabalho foi
buscar evidéncias da acdo humana pré-Colombiana sobre a expanséo de
A. angustifolia, utilizando uma abordagem genética e ecoldgica. A
movimentacdo humana foi identificada pela cronologia dos dados
arqueoldgicos existentes, e uma correlacdo entre a quantidade de
ocupagdes com a porcentagem de polen de A. angustifolia da data
correspondente foi testada. Além disso, utilizando dados ecoldgicos
existentes, foram construidos dois cenarios para calcular a velocidade de
expansdo da A. angustifolia sem o auxilio humano: um utilizando dados
médios e outro dados extremos reportados na literatura. No nivel
genético, foram estudadas 20 populacGes distribuidas no Sul do Brasil.
Cada uma teve 15 individuos sequenciados para trés locos do DNA de
cloroplasto. Foram analisados desvios da neutralidade, os indices
genéticos de riqueza, diversidade e de distancias genéticas, e a possivel
associacdo desse Ultimo descritor com distancias geograficas. Os
resultados mostraram que a movimentagdo humana ocorreu
primeiramente proxima a regido da Serra Geral, seguida de um pico de
expansdo, atingindo regides mais distantes até o ponto extremo no Oeste.
Existiram correlagbes entre o numero de registros humanos com a
percentagem de polen (p = 0,700 a 0,804). Nenhum dos cenérios
construidos para o calculo da velocidade de dispersdo da espécie sem o
auxilio humano permitiu que a A. angustifolia atingisse sua area de
ocorréncia maxima no tempo decorrido desde o seu registro mais antigo.
Os resultados genéticos encontraram valores elevados para a
riqueza (nimero) de haplétipos (Hr = 12 hapl6tipos), e baixos para a
diversidade de nucleotideos (x = 6,1 - 10°) e de haplétipos (Hd = 0,167).



A rede de haplé6tipos, que demonstra a relagdo evolutiva entre eles,
apresentou um padrdo em formato de estrela, e foram encontrados desvios
da neutralidade (D =-1,84; Fs=-17,00), caracteristicas que indicam uma
expansdo populacional recente e rapida. A divergéncia genética
interpopulacional foi baixa (Fst = 0,04), na qual as populag¢fes possuem
um material genético de cpDNA muito semelhante entre si, e ndo
associada a distancias geogréficas, formando apenas um grupo (k = 1).
Todos os resultados encontrados apontam na mesma direcdo, trazendo
mais evidéncias de que os grupos humanos influenciaram fortemente na
dispersdo e expansdo da araucdria. 1sso demonstra que o uso de uma
espécie pode ser uma boa estratégia de conservacdo e inclusive de
expansdo, diferente das principais estratégias existentes até 0 momento.
No contexto atual, o uso, incluindo plantios para a produgdo de pinhéo e
outras acbes, podem favorecer a conservacdo das paisagens com
araucéria no Sul do Brasil.

Palavras-chave: pinhdo; estrutura genética; filogeografia; paisagens
culturais; dispersdo antrdpica; diversidade genética



ABSTRACT

Araucaria angustifolia is an important species, for both its
ecological functions and by its uses by humans. In the past, the wood
exploitation occurred in a non-sustainable way, resulting in the
fragmentation of its natural habitat and in its recent IJUCN red list
classification, as critically endangered. In this context, the conservation
measures were to restrict humans from its use, disregarding possible
benefic interactions reported in the literature, which may favor the
conservation of a resource through its use. Many evidences and A.
angustifolia characteristics point to a strong interaction with humans,
especially in the pre-Columbian time, associated with Jé do Sul groups.
There is strong evidence that the species relied on the anthropic action for
its expansion and survival, making the current conservation models
limited for the maintenance of the araucaria landscapes. The aim of this
work was to search for evidences of the pre-Columbian human action over
the expansion of A. angustifolia, using a genetic and an ecological
approach. The human movement was identified by the chronology of the
existing archeological data, and a correlation between the number of
occupations and A. angustifolia pollen percent from the corresponding
date was tested. Moreover, using existing ecological data, two scenarios
were constructed to calculate the expansion speed of A. angustifolia
without the human aid: one using the average data and the other using the
extreme data reported in the literature. At the genetic level, 20 populations
distributed in Southern Brazil were studied. Each one had 15 individuals
sequenced for three cpDNA loci. Deviations from neutrality, descriptors
of genetic richness, diversity and genetic distances, and possible
association between the later and geographic distances were analyzed.
Results showed that the human movement first occurred near the Serra
Geral region, followed by an expansion peak, reaching more distant
regions to the extreme point in the West. There were correlations between
the number of human records and the pollen percent (p = 0,700 to 0,804).
None of the scenarios constructed for the calculation of the dispersion
speed of the species without human aid allowed A. angustifolia to reach
its maximum occurrence area in the elapsed time since its oldest record.
The genetic results found high values for haplotype richness
(Hr = 12 haplotypes), and low values for nucleotide (x = 6,1 - 10°®°) and
haplotype diversity (Hd = 0,167). The haplotype network presented a star
shaped pattern, and deviations from neutrality were found (D = -1,84;
Fs = -17,00), characteristics that indicate a quick and recent population
expansion.  The interpopulational  genetic  divergence  was



low (Fst = 0,04), in which populations have a cpDNA genetic material
very similar to each other, and not associated with geographical distances,
forming a single group (k = 1). All results point in the same direction,
bringing more evidence that human groups heavily influenced in the
dispersion and expansion of araucaria. This demonstrates that the use of
a species can be a good conservation strategy and even facilitating in its
expansion, unlike the main strategies used so far. In the present context,
the use, including plantation for seed production and other actions, may
favor the conservation of the araucaria landscapes in Southern Brazil.

Keywords: pinhdo; genetic structure; philogeography; cultural
landscapes; antropic dispersion; diversidade genética
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1. INTRODUCAO

A Floresta Atlantica esta entre um dos cinco principais biomas
classificados como hotspots para a conservacdo de biodiversidade do
mundo (Myers et al., 2000). Hotspots sdo areas prioritarias por abrigarem
grande parte da biodiversidade do planeta em sua extensdo, possuirem um
alto nimero de espécies endémicas, terem sofrido redugfes drésticas de
suas areas originais, e que se encontrem em um nivel de ameaca antrépica
elevado (Myers et al., 2000). No bioma Mata Atlantica, encontra-se a
formagdo Floresta Ombrofila Mista, uma das mais ameacadas do Brasil,
para a qual restam apenas 24,4% de sua cobertura original no estado de
Santa Catarina (Vibrans et al.,, 2012). No ambito dessa cobertura
remanescente, os seus fragmentos foram explorados com diversas
intensidades, principalmente devido a atividades envolvendo o corte
seletivo e a expansao de areas agropecuarias (Vibrans et al., 2011).

Uma das espécies mais marcantes e de alta importancia deste
bioma é a Araucaria angustifolia, tanto pelas relacdes ecolégicas que
mantém com a fauna, quanto pelas caracteristicas interessantes para o uso
humano, tais como uma madeira de qualidade e, principalmente, por
produzir uma semente com alto valor nutritivo. Porém, a exploracédo
madeireira, que ocorreu de forma predatéria e em larga escala, e causou
grande redugdo e fragmentagdo de sua area original de ocorréncia, fez
com que a espécie fosse classificada como criticamente em perigo de
extincdo pela Lista Vermelha da JUCN (Thomas, 2013).

Por isso, as relagdes entre o ser humano e a araucéria sdo vistas, de
uma maneira geral, como predatérias e destrutivas. Assim, foram criadas
instrumentos legais para proibir o seu corte (Resolugcdo n° 278
— CONAMA, 2001; e a Lei da Mata Atlantica, Lei n° 11.428 — Brasil,
2006), por ela ser considerada ameacada de extin¢gdo nas listas Nacional
e do estado de Santa Catarina, e a lei do Sistema Nacional das Unidades
de Conservagdo (SNUC, Lei n° 9.985 — Brasil, 2000), que exclui o ser
humano nas unidades de conservacdo in situ de protecdo integral. Porém,
existem evidéncias de que a araucaria pertencia a uma paisagem
culturalmente construida, havendo uma relagdo muito mais forte entre os
humanos e esta espécie desde o Holoceno médio, pelo seu uso e manejo
(Bitencourt e Krauspenhar, 2006; Reis et al., 2014), e que esta interacdo
auxiliou na distribuicao e expanséao da espécie no final do Holoceno. Se a
paisagem foi culturalmente construida ao longo do tempo por meio do uso
de recursos por agrupamentos humanos, a exclusdo das préaticas de
manejo tradicionais (pré-Colombianas) nas paisagens com araucaria pode
prejudicar as espécies que dependem dos beneficios dessa interacao.
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Nessa visdo, as praticas de uso e manejo tradicional (pré-Colombiano)
poderiam tornar a conservacdo da espécie mais eficiente, se fossem
incluidas nas estratégias de conservacdo (Reis et al., 2014).

Novas informagdes geradas com enfoque no passado da araucaria
podem elucidar se a acdo humana foi significativa na construcdo da
paisagem e, caso necessario, servir de base para propor novas abordagens
de conservacdo. Estudos genéticos com marcadores moleculares
conseguem atuar em uma escala temporal diferenciada e permitem o
acesso a essa informacao.

Assim, este estudo visa buscar evidéncias genéticas e ecoldgicas
da possivel associagio entre a expansao da araucaria e agdo humana pré-
Colombiana.



21

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. ESPECIE DE ESTUDO

A espécie de estudo é a Araucaria angustifolia (Bert.)
Kuntze (Figura 1), popularmente conhecida como araucéria, pinheiro do
Parana ou pinho (Reitz e Klein, 1966). Ela pertence a familia
Araucariaceae, que teve sua origem no hemisfério sul, exceto por algumas
espécies do género Agathis (Reitz e Klein, 1966).

A importancia da araucéria é atribuida as suas diversas utilidades.
A sua semente, o pinhdo, é uma fonte de alimento altamente nutritivo para
0s seres humanos e para a fauna (Reitz e Klein, 1966), com oferta em
épocas de escassez de outros produtos na floresta (Paise e Vieira, 2005).
Além disso, possui uma madeira de qualidade, que pode ser utilizada para
vigas, pranchdes, caixas, moveis, palitos de dente, instrumentos musicais,
entre outros (Reitz e Klein, 1966). Do ponto de vista ecolégico, além do
alimento, a espécie também atua como facilitadora (nurse plant) para a
chegada de novos propagulos, de germinacéo e de crescimento de outras
espécies abaixo de sua copa (Duarte et al., 2006).

A araucdria encontra-se criticamente ameacada de extincao,
principalmente devido & exploracdo madeireira e a grande reducéo de sua
area original (Thomas, 2013), restando cerca de 12,6% de &reas de
Floresta Ombréfila Mista (Ribeiro et al., 2009). Na tentativa de mitigar a
situacdo de ameaga e conservar a espécie, o seu corte foi proibido
(Resolugdo n° 278 — CONAMA, 2001), aspecto reforcado pela criagdo da
Lei da Mata Atléntica (Lei n® 11.428 — Brasil, 2006), sua regulamentagéo
e, especialmente, em decorréncia da sua inclusdo nas listas de espécies
ameacadas de extincdo, desde a Portaria n® 06-N (Lista Oficial de
Espécies da Flora Brasileira Ameacada de Extingdo - IBAMA, 1992), que
a classificava como vulneravel, até a atual Portaria n°443 (Lista Nacional
Oficial de Espécies da Flora Ameagadas de Extingdo - MMA, 2014), que
a classifica como em perigo de extin¢do, e a Resolucgio CONSEMA
n° 51 (Lista Oficial das Espécies da Flora Ameacada de Extingdo no
Estado de Santa Catarina — CONSEMA, 2014), que a classifica como
criticamente em perigo de extin¢do. Além disso, as unidades de
conservagdo in situ de protecdo integral exigem a desapropriacdo e
remocao do ser humano do meio (SNUC, Lei n° 9.985 — Brasil, 2000).
Essas medidas desconsideram que a interagdo entre o ser humano e a
araucaria pode ser benéfica para ambas as espécies.

A espécie tem sua ocorréncia distribuida nos estados de Minas
Gerais, S&o Paulo, Paran, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, e também
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na Argentina, com altitudes variando de 400 m a 1800 m (Mattos, 1994).
No Sul do Brasil, ela ocorre desde a borda das Serras do Mar e da
Mantiqueira até o Oeste brasileiro (Reitz e Klein, 1966). E uma espécie
gue suporta o frio e as geadas (Reitz e Klein, 1966), mas a caracteristica
mais importante para 0 seu sucesso parece ser a umidade, ja que requer
uma precipitagdo média minima de 1400 mm por ano (Golte, 1978).

A araucéria possui caracteristicas de uma espécie pioneira
longeva (Souza et al., 2008), com crescimento relativamente lento quando
comparado com outras coniferas, principalmente nas fases iniciais (Reitz
e Klein, 1966). Por consequéncia, ela possui um longo tempo de vida, e
uma idade média de 140 a 200 anos, dificilmente ultrapassando 300
anos (Reitz e Klein, 1966). Dividindo o tamanho pelas taxas de
incremento encontradas em um ambiente de floresta, Paludo et al. (2016a)
estimaram o tempo da maior arvore encontrada em uma area (RGFC) na
regido de Cacador-SC (DAP = 149,4 cm) como sendo de 596 anos.

A producdo de pinhas comega com mais de 50 anos em ambientes
sem manejo humano (Paludo et al., em preparacdo), podendo esta ser
explicada por relacéo logistica com o didmetro (Paludo et al., 2016b). Por
consequéncia, areas de plantio, que fornecem condi¢des mais adequadas
para o desenvolvimento da espécie e maior incremento, podem acelerar a
producdo de sementes.

Sua dispersdo primaria ocorre por sementes, que caem da arvore
por gravidade. A sua dispersao secundaria ocorre pelos seres vivos, como
roedores (cutias, pacas, ratos-do-mato, ourigos, esquilo-brasileiro), aves
(gralhas, papagaios, tucanos) e humanos (Reitz e Klein, 1966; Carvalho,
2003). A dispersdo secundaria € o mecanismo que mais influi sobre a
distancia de dispersdo, quando comparado com a dispersao
primaria (Reitz e Klein, 1966).

No nivel genético, a dispersdo de alelos ocorre pelo movimento de
sementes e do pdlen. Para sementes, a distincia média da planta mae
foram registrados 92 m, variando de 0,35 a 291 m (Bittencourt e Sebbenn,
2007), e 109 m, variando de 7,32 a 237 m (Cristofolini, 2013), distancias
estas obtidas em situacdo sem o auxilio humano. Ja para o polen, as
distancias médias foram de 83 m, variando de 11 a 287 m (Bittencourt e
Sebbenn, 2007), de 101 m, variando de 12 a 344 m (Bittencourt e
Sebbenn, 2008), de 125 m, variando de 10 a 334 m (Cristofolini, 2013),
de 167 m, variando de 4 a 728 m (Costa, 2014), de 105 m, variando de 7
a 293 m (dentro da floresta, Medina-Macedo et al., 2015), e de 298 m,
variando de 178 a 458 m (floresta aberta, Medina-Macedo et al., 2015).

A espécie é dioica, raramente havendo casos de individuos
mondicos (Reitz e Klein, 1966). Sendo assim, é uma espécie de
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cruzamento obrigatério, aspecto reforcado por estudos do sistema de
cruzamento da espécie (Souza et al., 2005; Bittencourt e Sebbenn, 2008;
Ferreira et al., 2012; Medina-Macedo et al., 2015).

Estudos genéticos referentes a espécie apontam para um indice de
fixacdo elevado a alto (Reis et al., 2012), que pode estar associado a
efeitos da endogamia, ja que o seu sistema de cruzamento ndo permite
autofecundacdo, e que o seu fluxo génico é limitado, ocorrendo
preferencialmente entre as primeiras classes de distancia.

O maior nivel da diversidade genética aparenta ser dentro das
populacdes, pois foram encontradas baixas (Fst ndo diferente de O até
Fst = 0,1) divergéncias genéticas entre as populacBes estudadas com
marcadores SSR ou de alozimas (Auler et al., 2002; Stefenon et al., 2007,
Reis et al., 2012; Zechini, 2012). Porém, para marcadores de cpDNA e
em uma area de estudo mais ampla, foram encontrados valores
médios (Fst = 0,269) a altos (Fst = 0,431) de distdncia genética
(Klabunde, 2012). A distancia genética entre popula¢fes pode ou nédo
estar correlacionada com a distancia geografica (Stefenon et al., 2007;
Reis et al., 2012; respectivamente).
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e (c) individuo adulto; (d) individuos adultos em ambiente de campo; (e)
individuos adultos em ambiente de floresta; (f) pinhas contendo as sementes; (g)
prato tipico — pagoca de pinh&o; (h) prato tipico — entrevero de pinhdo. Fonte:
acervo do Nucleo de Pesquisas em Florestas Tropicais.
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2.2. REGIOES DE REFUGIO PARA Araucaria angustifolia

Do ponto de vista ecoldgico, um reflgio é uma area, de tamanho
variado, para a qual espécies recuam, persistem e eventualmente se
expandem a partir dela, devido a mudangas adversas, principalmente
climaticas, que dificultam a sobrevivéncia no seu habitat natural (Keppel
et al., 2012). A identificacdo de areas de reflgio no passado pode ser
realizada por estudos palinoldgicos, ecoldgicos, genéticos e
filogeograficos (Keppel et al., 2012).

Durante o Ultimo Glacial Maximo (aproximadamente 14500 anos
A.P.), que ocorreu no periodo entre o final do Pleistoceno até o inicio do
Holoceno, as condigGes climaticas eram mais secas e frias (Behling,
1995), e a vegetacdo existente no Sul do Brasil era, quase que em
totalidade, de campo (Figura 2; Behling et al. 2004). Isso reduziu as
populacdes de Araucaria angustifolia para regies com condicfes
climaticas menos restritivas, que serviram de refligio para a sobrevivéncia
da espécie. A araucaria permaneceu nesses locais até o final do Holoceno,
cerca de 4000-3000 anos A.P., quando as condigBes climéticas se
tornaram  mais  Umidas, quentes e favoraveis ao seu
desenvolvimento (Behling, 1995).

As possiveis regides de refligio para a espécie foram apontadas por
estudos palinoldgicos como vales proximos a regides montanhosas
encontradas no Leste da regido Sul do Brasil. Estes estudos encontraram
polen de araucéaria nessas regides (Figura 3 exceto o ponto 7 e Figura 4;
Behling, 1995; 1997; Behling et al. 2001; 2004). Mais recentemente, um
estudo ecoldgico utilizando dados de modelagem de nicho para A.
angustifolia (Figura 5; Barros et al., 2015) demonstra uma area de maior
adaptabilidade para a espécie no passado, e reforca essa area como
reflgio, principalmente a formacdo Serra Geral. Porém, ndo se sabe ao
certo como era 0 seu tamanho e o nimero de individuos suportados por
eles.

Portanto, a area mais provavel de reflgio da araucaria ocorreu
nesta Unica area, a qual forneceu o material genético para a expansédo da
espécie.

Ainda, as melhorias nas condicfes climaticas ndo tiveram muito
efeito sob a expansdo da araucaria a partir de suas areas de reflgio. A
expansdo da espécie s6 comega cerca de 2000 a 1500 anos A.P. em todas
as regides estudadas, podendo ser considerado um curto intervalo de
tempo para a ampla distribuicdo maxima atingida pela espécie.



26

sy f’; )
Vi o

= - E —Fr—“ﬁ CDS-VII}
F- Ccos-vi

CDS-IV

CDSs-l

1

l

|
W;'}WWL_*_MMI cosT

20 2 20

Figura 2. Diagrama palinoldgico de espécies de campo e de espécies florestais.
A linha vermelha destaca a data de aproximadamente 4000 anos A.P. Abaixo da
linha o intervalo é de 4000 até aproximadamente 40000 anos A.P., e acima da
linha o intervalo é de 4000 até o presente. Fonte: retirado de Behling et al. (2004;
Figura 2a).
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Figura 3. Localizagdo dos estudos palinoldgicos. 1) Cambara do Sul (CdS); 2)
Sdo Francisco de Paula (SFP); 3) Serra do Rio do Rastro (SRR); 4) Morro da
Igreja (Mdl); 5) Serra da Boa Vista (SBV); 6) Serra Campos Gerais; 7 Volta
Velha. Fonte: retirado de Behling et al. (2004; Figura 1).
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Figura 4. Registros palinoldgicos, contendo porcentagens de pdlen de Araucaria
angustifolia, de 14000 anos A.P. até o presente. a) SBV: Serra da Boa Vista;
b) MdI: Morro da Igreja; c) SRR: Serra do Rio do Rastro; d) SCG: Serra Campos
Gerais; e) SFP: Sdo Francisco de Paula; f) CdS: Cambara do Sul. Fonte: gréaficos
adaptados de Behling (1995; 1997) e Behling et al. (2001; 2004).
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Figura 5. Modelagem de nicho ecoldgico para Araucaria angustifolia durante o
Ultimo Glacial Maximo e sua escala de adaptabilidade de acordo com a
modelagem climética empregada. Fonte: retirado de Barros et al. (2015; Figura

2j).

2.3. DOMESTICACAO, OCUPACAO HUMANA E A ARAUCARIA

Domesticagdo € um processo coevolutivo, no qual o ser humano
realiza modificacGes no meio e nos seus componentes, visando melhorias
para suas condi¢des de vida, e pode ser subdividido em domesticagdo de
paisagens e domesticacdo de espécies (Clement, 1999).

A domesticacdo de paisagens as torna mais produtivas e agradaveis
para 0s humanos, através de praticas culturais (Clement, 1999). Essas
praticas podem ocorrer de forma consciente ou inconsciente, como a
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abertura de espaco para construir assentamentos, e o principal agente pelo
gual o processo atua é a cultura (Clement, 2014).

Algumas das evidéncias da domesticacao de paisagens na América
do Sul, que foram praticadas por muito tempo antes da chegada dos
europeus, sao situacfes com uso de engenharias de terra (e.g. monticulos
de finalidade ritualistica, com ou sem estruturas anelares — mound and
enclosures, Iriarte e Behling, 2007), a agricultura de corte e queima, e
descarte de residuos e sementes em “lix8es”, que formavam o0s solos
antropogénicos (Roosevelt, 2013), sendo este Ultimo um processo
altamente ligado a domesticagéo de espécies (Clement, 2014).

Além disso, a domesticacdo de espécies é também um processo
coevolutivo no qual os humanos selecionam fen6tipos de seu interesse,
gue os tornam mais Uteis e adaptados as paisagens modificadas ao longo
do tempo (Clement, 1999). Por ser um processo, a domesticacdo pode
variar quanto ao tempo da intervengdo humana (Clement, 1999), a
intencionalidade e ao nivel de dependéncia entre as espécies (Zeder,
2006).

Na Amazénia, 68% dos cultivos sdo arvores ou espécies
perenes (Clement, 2010). Algumas mostram sinais claros de
domesticacdo, com grandes variacdes morfologicas (Clement, 1989),
entretanto, nem todas possuem sinais tdo claros. Dentro de uma
classificagdo referente ao nivel de domesticacdo para a Amazonia, 45 das
espécies foram classificadas como incipiente domesticadas, das quais
todas eram arbdreas e possuiam potencial alimenticio (sementes ou
frutos) exceto uma (Clement, 1999). Isso demonstra que 0S povos
indigenas que habitavam estas areas, utilizando todos os recursos
possiveis, iniciaram varios processos de domestica¢do, mas as espécies
perenes ndo necessariamente deixaram grandes tracos de domesticacéo,
identificaveis nos dias de hoje, provavelmente devido ao longo tempo de
geracdo das espécies arboreas.

Ainda, espécies anuais possuem uma dependéncia mais forte da
presenca do ser humano do que as arbdreas e perenes e, por isso, sofrem
erosdo genética mais rapida apoés o abandono do uso (Clement, 1999),
havendo relatos de desaparecimentos e extingBes de espécies (Clement,
1999). Na remoc&o do ser humano do meio, corre-se o risco de também
perdemos espécies que dependem da intervencdo e manejo para sua
manutencdo, como discutido em Clement (1999). No Sul do Brasil, a
realidade ndo foi diferente, apesar de ndo ter sido tdo intensamente
estudada quanto a regido Amazonica. E muito provavel que as populacdes
mais antigas ja utilizassem recursos das florestas, incluindo a araucéria, o
butid, o palmito, e a erva-mate, auxiliando na dispersdo destas espécies,
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tendo em vista que todos 0s espacos desta regido foram ocupados sem
excecdes, podendo ser de forma sistematica ou ocasional (Noelli, 2000).

A ocupacéo no Sul do Brasil teve inicio a partir de 13000 a 12000
A.P. (Figura 6), com povos de caracteristicas cacadores-coletores, até
cerca de 2500 A.P., quando comecaram a ser invadidas por tradi¢bes Tupi
e Macro-Jé, havendo uma quantidade muito maior de registros de
ocupacdes (Figura 6; Noelli, 2000).

Registros de ocupacoes

02 03 04 05

Frequéncia

— o 11— |
| | | | | | |

-12000 -10000 -8000 -6000 -4000 -2000 0
Anos A.P.

Figura 6. Frequéncia de registros de ocupages de todas as tradi¢des indigenas
no Sul do Brasil, no periodo de 13000 anos A.P. até 0 anos A.P. Fonte: adaptagéo
grafica dos dados de Noelli (2000).
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As tradicdes Tupi e Macro-Jé eram ceramistas com modelos de
organizacdo baseados no manejo agroflorestal (Noelli, 2000). Porém,
com a chegada dos povos europeus, grande parte de suas tradi¢bes se
perderam na devastacdo causada por epidemias e guerras. Isso causou
grande desestruturacao de territdrios e de culturas, muitas vezes for¢cando
0 abandono da agricultura e do sedentarismo, criando uma falsa impresséao
que os povos sempre foram cagadores-coletores (Noelli, 2000).

A ocupagdo indigena com maior intensidade no Sul do Brasil foi
marcada pela intensificacdo de ocorréncias de fogo iniciados por
humanos (Behling, 1997; Behling et al., 2005; Iriarte e Behling, 2007) e
da ocorréncia de casas subterrdneas (pit houses, Bitencourt e
Krauspenhar, 2006). Grupos humanos ja coexistiam com a araucaria
cerca de 7500 anos A.P., porém a ocupacdo ocorria de maneira irregular
e infrequente até cerca de 4000 a 3000 anos A.P. (Reis et al., 2014).
Juntamente com essa data, a dispersdo da araucaria sO se teve inicio a
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partir do final do Holoceno em todo o Sul do Brasil, juntamente com
melhorias nas condices climéticas (Behling, 1997; Behling et al., 2004).
Entre 2000 a 1000 anos A.P., a intensificacdo da expansdo da araucéria
foi continua, de tal forma que, dentro de um periodo de 100 anos, a
vegetacdo florestal poderia ter substituido a vegetacdo de campo existente
no planalto do Sul do Brasil (Iriarte e Behling, 2007). Coincidente com
este periodo, ocorreram o0 maior nimero de registros de ocupacdes
indigenas (Figura 6), especificamente da tradigdo linguistica Jé do Sul,
que teve o seu pico entre 1000 e 600 anos A.P. (Noelli, 2000).

A tradicdo Jé do Sul coexistiu temporalmente com a Araucaria
angustifolia, e foi a que possuiu uma relagdo mais forte com a espécie. Os
grupos dessa tradigdo eram sedentérios, agricultores, e realizavam o
manejo das florestas (Noelli, 2000). Construiam casas subterraneas (pit
houses) como forma de abrigo (Noelli, 2000; Bitencourt e Krauspenhar,
2006) e estruturas ritualisticas onde habitavam (lIriarte e Behling, 2007).
Além disso, tinham a semente da araucaria, o pinhdo, como item basico
da dieta vegetal (Noelli, 2000; Reis et al., 2014), podendo ainda ser
utilizada para atrair caga e plantada para a demarcagdo de territdrios (Reis
et al., 2014). Essas caracteristicas apontam fortemente para 0 manejo e
um processo de domesticacdo da araucaria, com uma relacdo de
interdependéncia.

Semelhante & A. angustifolia, a A. araucana, também nativa da
América do Sul, mas com distribuicdo na Argentina e no Chile, possuiu
uma relacdo cultural forte com grupos humanos de sua regido, os
Mapuche-Pehuenche (Reis et al., 2014). Araucaria angustifolia e A.
araucana apresentam caracteristicas ecologicas atrativas para o uso, tais
como dispersdo barocdrica (reduz o esforco de coleta); regeneracéo
facilitada em ambientes abertos; adaptabilidade em uma grande
variabilidade de ambientes; e elevada producéo de sementes de alto valor
nutricional, que é interessante para alimentacdo e para atrair a fauna para
caca (Reisetal., 2014). Ainda, existem evidéncias de outros usos das duas
espécies de araucdria, como usos sagrados e de cosmologia (somente A.
araucana), de demarcacdo de territorios entre grupos, lenha, uso
medicinal, forragem e madeira (Reis et al., 2014).

Estas caracteristicas reforcam a ideia de que as florestas com
araucaria e as paisagens ao seu redor podem ter sido construidas
culturalmente pelos agrupamentos humanos, que coexistiram com a
espécie por longo tempo e, nas suas praticas de uso, conservaram e
auxiliaram na expanséo da araucaria.
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2.4. FILOGEOGRAFIA E MARCADORES DE ORGANELAS

A palavra filogeografia foi primeiramente usada por Avise et
al. (1987) para descrever uma nova disciplina, que surge para realizar a
conexdo entre os estudos de processos microevolutivos e de
hereditariedade com o0s estudos de processos macroevolutivos, de
filogenia, sistematica e especiacdo. Sendo assim, filogeografia € um
campo de estudo multidisciplinar, que investiga processos que governam
a distribuicdo geografica das linhagens genealdgicas entre e dentro de
espécies, no tempo e espaco (Avise, 2000; Avise, 2009). Para conseguir
estes resultados, a filogeografia utiliza ferramentas da biologia molecular,
genética de populagdes, demografia, biologia filogenética, paleontologia,
geologia e geografia histdrica (Avise, 2000).

Dentro da biologia molecular, marcadores do DNA de
organelas (DNA de mitocondria: mtDNA, e de cloroplasto: cpDNA) sdo
preferidos e amplamente utilizados pela filogeografia, por ndo sofrerem
recombinacdo, terem normalmente heranca uniparental, serem
homoplasmicos (todas as moléculas sdo idénticas em sua sequéncia de
DNA dentro do organismo, com raras excecdes) e possuirem certo nivel
de polimorfismo, variavel conforme a regido analisada (Avise, 2009).

No caso das plantas, 0 cpDNA tem um tamanho de 120 a 217
quilobases (kb), possui uma taxa de evolugdo, em média, cerca de 3x a 4x
mais rapido que o mtDNA (Avise, 2009) e, normalmente, é herdado
maternalmente em angiospermas e paternalmente para as
gimnospermas (Mogensen, 1996). Estudos de dispersdo em espécies
arbdreas se beneficiam da heranca materna, por permitir inferéncias na
movimentacdo de sementes (Marchelli et al., 2010). Para a familia
Araucariaceae, a Unica inferéncia que existia sobre a heranca das
organelas foi realizada a partir da espécie Agathis australis, com técnicas
de microscopia (Kaur e Bhatnagar, 1984, citados em Mogensen, 1996;
Owens et al., 1995), sendo 0 mtDNA e o cpDNA ambos herdados
paternalmente. Mais recentemente, Marchelli et al. (2010) reforcaram
esta ideia para Araucaria araucana, com uma metodologia de inferéncia
indireta.

A anélise filogeografica permite entdo um melhor entendimento
das pressbes ecoldgicas que moldaram o padrdo de distribuicdo
geogréfica da espécie ao longo do tempo de sua evolugdo (Avise, 2000),
assim como inferir sobre o tempo de expanséo de uma espécie, por meio
de testes de neutralidade (e. g. Tajima, 1983; Fu, 1997). Tais desvios
podem indicar quebras nos seus pressupostos, causados pela acédo da
selecdo ou de fortes mudancgas demograficas (expansdes ou redugdes) no
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passado; e apresentar padrdes caracteristicos para eventos de expansdo
recente (e.g. baixa divergéncia genética; rede de haplotipos starburst,
star-like; Avise, 2009).

Nesta abordagem de expansdo de espécies, ja foram realizados
estudos para verificar se populagdes encontradas hoje podem representar
populacdes que se encontravam em condi¢des de refligio em eras
passadas (e.g. Araucaria araucana, Marchelli et al., 2010; Oxyria
sinensis, Meng et al., 2015).

Araucaria angustifolia tem a sua rede de hapldtipos definida em
praticamente toda a sua regido de ocorréncia (Klabunde, 2012), e 0 seu
padrdo aparenta ser decorrente de uma expansdo recente.
Klabunde (2012) sugeriu que possiveis pontos de refligio de eras passadas
estariam entre Serra Geral, Aparados da Serra e a Serra do Rio do Rastro,
coincidente com os registros de pélen (Behling, 1995; Behling, 1997), por
estas apresentarem o hapl6tipo mais frequente. A partir dessa informagé&o,
foi possivel evoluir na deteccdo dos reflgios glaciais e da interacdo da
genética da espécie com 0s povos humanos, especificamente na regido da
ocorréncia dos povos Jé do Sul.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o de buscar evidéncias da
interferéncia humana pré-Colombiana sobre a expansdo da Araucaria
angustifolia, a partir dos seus refgios pleistocénicos por meio de uma
abordagem genética, ecoldgica e filogeogréfica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Testar relagdes entre os dados paleoecoldgicos e arqueolégicos
existentes.

Determinar, calcular e comparar as velocidades de expansdo e de
dispersdo da araucaria sem e com o possivel auxilio humano.

Identificar rotas de migracdo humana pré-Colombiana do grupo Jé
do Sul na érea de ocorréncia da A. angustifolia.

Trazer evidéncias genéticas de possivel(is) area(s) de refagio.

Caracterizar geneticamente populacGes de Araucaria angustifolia
existentes em potenciais reflgios (relictuais) e popula¢fes ao longo da
sua distribuicdo (migracao).

Avaliar se a espécie sofreu uma expansao mais acelerada do que a
esperada ao acaso.

Verificar como é a divergéncia genética entre as populagdes e
identificar possiveis agrupamentos (e. g. populagbes relictuais e de
migracao).

Avaliar se a divergéncia genética tem associagdo com a distancia
geografica.
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4. HIPOTESES

A dispersdo da Araucaria angustifolia se deu principalmente pela
acdo antrépica, seguindo a movimentacdo humana, existindo evidéncias
ecoldgicas e genéticas ainda ndo exploradas.

A restricdo da araucéria em uma Unica area de reflgio e por um
periodo de tempo prolongado gerou um grande efeito gargalo, resultando
em uma baixa diversidade genética.

Regides de vales encontrados nas serras do Sul do Brasil, estas
apontadas em outros estudos como possiveis refigios da espécie durante
o Ultimo Glacial Méaximo, forneceram o material para a expansio da
espécie.

O auxilio humano acelerou a dispersdo e 0 crescimento
populacional da araucaria, ndo havendo tempo necessario para acumular
divergéncias entre populaces, e gerou desvios do que seria esperado ao
acaso para os descritores genéticos.

Eventos de migracdo humana podem atingir desde curtas até
longas distancias. Por isso, ndo serd encontrada associagbes entre a
distancia geogréfica e a genética.
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5. METODOLOGIA
5.1. AREA DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

A area de estudo foi a regido sul do Brasil, nos estados de Santa
Catarina, Rio Grande do Sul e Parand. Dentro dessa area, foram
amostradas 20 populages, divididas em duas categorias:

i) populagdes relictuais: 11 populagfes de araucéria que se encontram em
ambientes que supostamente serviram de reflgios durante o Ultimo
Glacial Maximo (ver item 2.2.2. e Figura 5), partindo do pressuposto
gue estas mantenham o mesmo material genético dos seus antepassados.

ii) populacdes de migracéo: nove populacdes de araucaria distribuidas ao
oeste das populagBes relictuais, proximas a rotas de movimentacdo
indigena (ver item 5.3.1.).

As populacgdes foram coletadas sempre em fragmentos com area
> 50 ha e sem evidéncia de plantios recentes, distribuidas em um grid
amostral de pontos de quatro linhas por cinco colunas (Figura 7; Tabela
1).

Foram coletadas aciculas de 15 individuos com DAP > 30 cm por
populacdo, com localizagdo geogréfica registrada por GPS de navegacéo,
e sempre espacados entre si por, no minimo, 50 m para evitar possivel
estrutura familiar.



40

Area de estudo

« ;
S 4
o
€
@
o o
2 9
2
—
o
S -
™~
g
@ Relictual
@ Migracédo
< 0 100 200 300 km
I
T T T T T T
-58 -56 -54 -52 -50 -48

Longitude

Figura 7. Area de estudo nos estados do Sul do Brasil (de cima para baixo: Parana
— PR, Santa Catarina — SC, Rio Grande do Sul — RS). Letras representam 0 nome
da populacdo. Pontos verdes representam populagbes relictuais, e pontos
vermelhos representam populacdes de migracdo. Fonte: desenvolvido pelo autor.

5.2. AQUISICAO DE DADOS GENETICOS

A caracterizacdo genética foi feita a partir da identificacdo de
haplétipos do DNA de cloroplasto (cpDNA) de cada individuo, por meio
de marcadores universais especificos do cpDNA. Eles se ligam em
regibes de genes conservados, flanqueando regides intergénicas com
maiores taxas relativas de mutacgéo.
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Tabela 1. Localidade e classificagdo das popula¢des de Araucaria angustifolia
amostradas. Fonte: desenvolvido pelo autor.

Pop. Municipio UF Lat.(°) Long.(°) Classif.
A Séo Cristévéo do Sul SC -27,27 -50,40 Migracéo
B Urupema/Painel sC -27,92 -49,88 Relictual
C Urubici SC -28,01 -49,37 Relictual
D S&0 Joaquim SC -28,34 -49,80 Relictual
E Bom Jardim SC -28,33 -49,67 Relictual
F Séo José dos Ausentes (L) RS -28,82 -49,99 Relictual
G S&o José dos Ausentes (O) RS -28,78 -50,07 Relictual
H Cambaré do Sul (N) RS  -29,05 -50,07 Relictual
| Cambara do Sul (S) RS -29,16 -50,09 Relictual
J Vacaria (S) RS  -28,55 -50,97 Relictual
K Vacaria (N) RS -28,21 -50,79 Relictual
L Lages SC -28,05 -50,29 Relictual
M Unido da Vitoria PR  -26,22 -51,13 Migragéo
N Cacador SC -26,82 -50,99 Migragdo
) Machadinho RS -27,62 -51,60 Migragéo
P Mato Castelhano RS  -28,29 -52,19 Migragdo
Q Quedas do Iguagu PR  -2543 -52,89 Migragéo
R Palma Sola SC -26,31 -53,29 Migragéo
S Chapecd sCc -27,17 -52,61 Migragdo
T Sarandi RS -2791 -52,82 Migragéo

5.2.1. Extracéo de DNA

A extracdo do DNA total (nuclear + cloroplasto + mitocondria) foi
realizada para os 15 individuos coletados por populagéo pelo método de
Doyle e Doyle (1990), com pequenas modificagdes (protocolo no
Anexo A). A qualidade do DNA extraido, mensurado pelas razes dos
comprimentos de onda 260/230 nm (~20 - 22 = puro) e
260/280 nm (~1,8 — 2,0 = puro), e a sua concentracdo foram quantificadas
com auxilio do espectofotdbmetro NanoDrop 1000. O DNA dos 15
individuos foram diluidos a 5 ng/ul e seguiram para as proximas etapas.

5.2.2. Amplificagdo por PCR e purificacéo

A regido de interesse do cpDNA foi amplificada por meio da
técnica da Polymerase Chain Reaction (PCR). Foram utilizados trés
iniciadores universais de cpDNA, desenvolvidos por Demesure et
al. (1995): trnD-trnT (DT), psbC-trnS (CS) e trnS-trnfM (SfM). Estes
iniciadores ja foram testados e se apresentaram polimorficos para a A.
angustifolia (Schlégl et al., 2007; Klabunde, 2012). As sequéncias, 0s
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tamanhos esperados e a temperatura de anelamento utilizada estdo
dispostos na Tabela 2.

Tabela 2. Primers universais de cpDNA (Demesure et al. 1995) utilizados no
presente estudo. TE: tamanho esperado em Araucaria angustifolia;
TA: temperatura de anelamento utilizada. Fonte: desenvolvido pelo autor.

Primer Sequéncia 5’ - 3’ TE (pb)* (l—é‘)
trnD (F) CTACCACTGAGTTAAAAGGG 1400 50
trnT (R) ACCAATTGAACTACAATCCC ’
pshC (F) GGTTCGAATCCCTCTCTCTC 1500 58.0
trnS (R) GGTCGTGACCAAGAAACCAC ’
trnS (F) CATAACCTTGAGGTCACGGG 1200 63.0

trnfM (R) GAGAGAGAGGGATTCGAACC
* de acordo com Klabunde (2012).

A reacdo de PCR constituiu-se de 0,2 mg/ml de Bovine Serum
Albumin (BSA), 1X PCR Buffer, 2,0 mM de MgCl;, 0,3 mM de dNTPs,
0,2 uM do iniciador forward (F), 0,2 uM do iniciador reverse (R), 1
unidade de Taq platinum polimerase e 5 ng de DNA, para um volume
final de 20 pl. Os reagentes utilizados foram da marca Invitrogen™, e os
ciclos utilizados para cada iniciador estao dispostos na Tabela 3.

Tabela 3. Temperaturas, ciclos e tempos (s) utilizados no estudo para os
iniciadores universais DT, CS e SfM (Demesure et al., 1995).
Fonte: desenvolvido pelo autor.

o Numero Tempo (s
Etapa T(0) de ciclos DT C?S o StM
Desnaturago inicial 95 1 180 180 180
Desnaturacdo 95 30 30 30
Anelamento X 30 30 30 30
Extensdo 72 240 120 150
Extensao final 72 1 900 900 900

O produto de PCR foi purificado com polietilenoglicol (PEG),
visando a remocao de primers e dNTPs néo incorporados na amplificacéo,
gue podem prejudicar a reacdo de sequenciamento.
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5.2.3. Reacdo de sequenciamento, purificacdo e sequenciamento

Em seguida a amplificacdo por PCR e purificagdo por PEG, foi
realizada a reagdo de sequenciamento do tipo Sanger (Sanger et al., 1977),
envolvendo uma PCR com o kit de sequenciamento BigDye® Terminator
v3.1 da Applied Biosystems. A PCR foi realizada separadamente para o0s
iniciadores forward e reverse, com 1 pl do Ready Reaction Premix, 4 pl
do tampdo de sequenciamento, 3.2 pmol de primer (F ou R), e
aproximadamente 40 ng do produto amplificado na primeira PCR, para
um volume final de 20 pl. Os ciclos foram realizados de acordo com o
manual do BigDye® (Applied Biosystems, 2002).

O produto dessa reacdo foi purificado para a remocdo de dyed
dNTPs (ddNTPs) ndo incorporados, de acordo com o protocolo de
precipitacdo com etanol/EDTA/acetato de sodio contido no manual do
BigDye® (Applied Biosystems, 2002), porém utilizando acetato de
ambnio 5 M ao invés de acetato de sédio 3 M. Apos a purificacdo, foi
realizado o sequenciamento no sequenciador ABI 3500xl, gerando os
eletroferogramas das sequéncias.

5.2.4. Transformacgdo em dados brutos

Os eletroferogramas foram analisados visualmente no programa
Seq Scanner 2.0 para a conferéncia da qualidade, identificacdo de picos
ambiguos e exportagdo das sequéncias no formato FASTA. As sequéncias
geradas pelos iniciadores reverse foram transformadas em reverse-
complement para ficarem no mesmo sentido das sequéncias forward, pelo
programa Sequence Manipulation Suit (SMS; Stothard, 2000).

As sequéncias geradas pelos iniciadores forward e reverse, de cada
iniciador e para cada individuo, foram entdo alinhadas no programa
MEGA7 (Kumar et al., 2016) pela sua area de sobreposicdo comum e
transformadas em uma Unica sequéncia continua. Por fim, as sequéncias
de cada primer foram unidas em uma Unica (Figura 8), tendo em vista que
0 cpDNA esta ligado e é herdado de um Unico parente, podendo ser
analisado como um Unico loco. Essas sequéncias serviram de base para as
andlises de dados subsequentes.
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PCR (DT) PCR (CS) (Is’g’\f})
| | |
Purif. com Purif. com Purif. com
PEG PEG PEG
—— —— ——

Reacdo de| |Reacdode| |Reacdode| |Reagdode| |Reagdode| |Reagdo de
seq. (F) seq. (R) seq. (F) seq. (R) seq. (F) seq. (R)

Sequéncia| |Sequéncia| |Sequéncia| |Sequéncia| |Sequéncia| |Sequéncia

E R F R F R
| I |
Reverse- Reverse- Reverse-
Comp. Comp. Comp.
Unido F e Unido F e Unido F e
R R R

Figura 8. Fluxograma dos processos para a obtencdo dos dados
genéticos (haplotipos) individuais, a partir da unido de trés marcadores de cpDNA
(DT, CS e SfM). Fonte: desenvolvido pelo autor.
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5.3. ANALISE DE DADOS
5.3.1. Identificacdo de rotas de migracao indigena

O estudo se delimitou nas ocupacbes do grupo linguistico Jé do
Sul, que retine os grupos étnicos Kaingaing e Xokleng, de acordo com
Noelli (2000) e Bittencourt e Krauspenhar (2006). Essa delimitagdo foi
empregada por este grupo ter uma relacdo mais forte com a araucéria,
como apontado por Reis et al. (2014).

A identificagdo das rotas de migracéo foi realizada a partir de uma
busca bibliografica na area de arqueologia, que identificaram datas e
posi¢des de ocupacdes dos grupos Jé do Sul por evidéncias de cerdmica e
de pit houses. Os estudos que contiveram o maior ndmero dessas
informacGes foram os de Noelli (2000), Iriarte e Behling (2007) e de
Bitencourt e Krauspenhar (2006). As datas de ocupagdes utilizadas foram
idénticas ao que constavam nestes artigos, sem nenhum tipo de
calibrac&o.

As posicdes das ocupagdes foram mapeadas de acordo com a sua
datacdo, utilizando um intervalo temporal de 100 em 100 anos,
considerada adequada devido aos desvios padrdes associados as datacOes
(média = 116 anos, mediana = 70 anos; Noelli, 2000; Iriarte e Behling,
2007). Se as ocupacdes forem consideradas cronologicamente, € possivel
se ter uma ideia de rotas de movimento e migragé&o.

5.3.2. Relacao entre ocupagdes e palinologia

Como demonstrado no item 2.2.2., as ocupagdes humanas (Figura
6) e a porcentagem de pdlen (Figura 4) possuiram expansdes recentes,
praticamente contemporaneas. Para verificar alguma possivel associacdo
entre esses conjuntos de dados, foi realizada uma correlagdo de Spearman
(descrita em Zar, 2010).

Para isso, foram criados intervalos temporais de 100 em 100
anos (e. g., 100 anos A.P. — 0 anos A.P.). Dentro de cada intervalo, foram
contados 0s respectivos numero de ocupagBes registradas na
literatura (Noelli, 2000; Schmidt et al., 2010). A porcentagem de p6len
foi calculada também dentro desses intervalos de tempo, a partir das sete
regibes estudadas por Behling (1995; 1997) e Behling et al. (2001; 2004).
Como a porcentagem de pélen méximo variou muito entre regides (Figura
4; SBV = 1,5%; CdS = 40%), o uso do valor médio entre regides seria
enviesado a favor da regido CS, ja que possuia desproporcionalmente os
maiores valores. Por isso, todos os valores observados foram
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padronizados, dividindo-os pelo valor méximo da respectiva regido antes
do célculo da média. O valor de pdlen existente antes a primeira ocupacao
dos povos Jé do Sul (14000 — 2300 anos A.P.) foi calculado apenas uma
vez e associado ao valor de zero ocupac@es, pois os valores antes desta
data possuem pouca variacdo e inflariam o valor da correlacéo.

Além da correlacdo proposta acima, foram testadas correlagfes
com atraso temporal de 100 e 200 anos para os dados de polen. Levando
em conta que a araucaria leva, no minimo, de 12 a 15 anos para se tornar
reprodutiva (Thomas, 2013) e, normalmente, mais de 40 anos (Paludo et
al., em preparacdo); persiste por longo tempo, por ser uma espécie
pioneira longeva (Souza et al., 2008); e se mantém reprodutiva e
produzindo polen nas maiores classes diamétricas (Paludo et al., 2016b);
a aplicacdo dos atrasos temporais fazem sentido ecoldgico.

5.3.3. Célculo do tempo de expansdo sem auxilio humano
5.3.3.1. Modelo

Para testar se a Araucaria angustifolia conseguiria atingir toda a
sua distribuicdo maxima, foi realizada uma comparacdo entre a
velocidade requerida (vr) e a velocidade calculada (vc). Caso a vr > v, €
um indicativo de que a espécie necessitou de um auxilio externo para a
Sua expansao.

5.3.3.2. Velocidade requerida (vr)

A velocidade requerida (vr) para a espécie atingir a sua distribuicéo
méaxima foi calculada de acordo com a equag&o a seguir:

v, = Dy [ty 1)

Em que Dy: distancia requerida (m) e ty: tempo disponivel (anos).

O tq foi estabelecido em 14000 anos, ja que a data do registro mais
antigo de polen da espécie foi de 14000 anos A.P. (Behling, 1995). A D,
foi estabelecida como a distancia linear entre o ponto desse registro (Serra
da Boa Vista, 665296 E, 6911455 S; Behling, 1995) e 0 ponto maximo da
expansdo, sendo esse 0 ponto mais curto da coluna do extremo Oeste do
presente estudo (populagdo S, Chapecd, 340407 E, 6993462 S), gerando
uma distancia de 335 km. Ainda, para contabilizar desvios ao redor do
ponto de inicio, que poderia ser encontrado em uma area maior (Figura 5;
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Barros et al., 2015), a distancia foi reduzida para 300 km. Isso gerou uma
vr de 21 m.ano™.

5.3.3.3. Velocidade calculada (vc)

A velocidade calculada (v¢) foi simplificada a partir de
pressupostos, com a finalidade de possibilitar o calculo. Os pressupostos
tomados foram: dispersdo em linha reta; auséncia de barreiras ao fluxo de
sementes; sobrevivéncia de 100%; producdo ilimitada de sementes.
Todos atuam no sentido a acelerar a velocidade. Muitos deles ndo foram
inclusos no modelo por necessitarem de mais de uma equacéo,
inter-relacionadas de uma maneira complexa e com a necessidade de um
numero de calculos que cresceriam exponencialmente.

Portanto, o célculo da velocidade calculada foi simplificado na
seguinte equacéo:

Ve = Ddf/tg (l)

Em que Dgr: distancia de dispersdo de sementes pela fauna e tg:
tempo de geracao.

A distancia de dispersdo de sementes pela fauna (Dg) utilizada foi
de acordo com os estudos genéticos de Bittencourt e Sebbenn (2007) e
Cristofolini (2013). Os autores utilizaram classes de distancia distintas.
Para a padronizacgdo, assumiu-se uma distribuicdo uniforme dentro de
cada classe de distancia, e os valores foram transformados em uma
distribuicéo de frequéncia continua, com intervalos de 1 m. Apds isso, foi
feita uma média ponderada entre esses estudos, gerando uma distribuicao
de probabilidade continua (Figura 9).

O tempo de geracao (ty) foi determinado como o tempo necessério
para um individuo recém germinado se tornar reprodutivo. Ele foi
calculado com base em uma regressao logistica (Equacdo 3; Paludo et al.,
2016b), que associa 0 estagio reprodutivo e o tamanho do
individuo (Paludo et al., 2016b), e em dados de incremento individuais de
uma paisagem de campo, sem manejo humano, de altura e de DAP
(Paludo et al., em preparacdo).

DAP=-(- 748 + In((p~*- 1)™1)) - 0,311 3)
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Figura 9. Distribuigdo continua de probabilidade da distancia de dispersdo de
sementes de Araucaria angustifolia, com intervalos de 1 m. Fonte: adaptacéo (ver
texto) dos dados de Bittencourt e Sebbenn (2007) e de Cristofolini (2013).

5.3.3.4. Cenérios
Foram construidos dois cenarios para esses calculos:

a) médio: utilizando os valores médios obtidos na literatura, com
intervalos de confianca construidos a partir de reamostragens bootstrap.

Os valores utilizados para Dyt foram de 99 m (ICgs0%: 91-106 m), e
os valores utilizados para o ty foram de 122 anos (ICgs%: 122-172 anos),
correspondente aos valores médios de incremento em um ambiente de
campo (incremento de altura = 4,4 cm.ano™ e incremento de DAP = 0,44
cm.ano™; Paludo et al., em preparo) e a um tamanho correspondente a
probabilidade de 50% do individuo estar reprodutivo (Equacdo 3;
DAP = 24,4 cm).

b) extremo: utilizando valores extremos reportados na literatura.

Os valores extremos encontrados para D¢ foram de 297 m, os quais
foram arredondados para 300 m. O ty utilizado foi de 20 anos,
correspondente ao valor de incremento que divide os 5% dos maiores
valores em um ambiente de campo (incremento de altura = 8,5 cm.ano*
e incremento de DAP = 1,26 cm.ano™; Paludo et al., em preparo) e a um
tamanho correspondente a probabilidade de 10% do individuo estar
reprodutivo (Equacdo 3; DAP = 17,2 cm).
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5.3.4. Caracterizacdo genética

A caracterizacdo e avaliagdo genética das populacdes foi realizada
por meio de indices genéticos. A identificacdo dos haplétipos foi realizada
com auxilio do programa DnaSP (Librado e Rozas, 2009). Foram
analisados os indices de riqueza haplotipica (Hr), diversidade de
haplétipos (Hd; Nei, 1987) e diversidade de nucleotideos (r; Nei, 1987)
corrigida de acordo com o modelo evolucional de Jukes-Cantor (1969;
JC69), para os niveis populacionais e total, com auxilio do programa
Arlequin ver 3.5 (Excoffier e Lischer 2010). A frequéncia dos haplétipos
por populacdo foi mapeada com o programa QGIS (QGIS Development
Team 2016).

O modelo evolucional escolhido para as analises foi o de JC69 por
ser 0 mais simples e pela sequéncia analisada conter um loco SSR,
podendo gerar estimativas tendenciosas em outros modelos. Os testes
também foram realizados com outros modelos evolutivos, gerando
minimas diferencas nos resultados entre 0 JC69 e o modelo com melhor
aderéncia aos dados (Tamura 3-parameter, T92; dados ndo mostrados).

Para descrever uma relacdo evolutiva entre os haplétipos, foi
construida uma rede haplotipica da espécie para a regido de estudo. A rede
foi construida pelo algoritmo Median Joining, com auxilio do programa
Network 5 (Bandelt et al., 1999). A definicdo do haplétipo ancestral foi
realizada a partir das caracteristicas da rede de haplétipos e da frequéncia
haplotipica. Haplétipos ancestrais tendem ser dispersos com maior
frequéncia e estarem localizados no centro da rede de haplétipos em
eventos de expansGes recentes a partir de uma U(nica fonte
geogréfica (Avise, 2009).

5.3.5. Divergéncia genética e identificacdo de grupos

A possivel formacdo de grupos geneticamente e espacialmente
distintos (k) entre as populacdes foi testada por inferéncia Bayesiana, com
auxilio do programa BAPS 6.0, utilizando a andlise de mistura de
estrutura genética espacial, e k variando de 1 a 20 (Corander et al., 2008).

Para quantificar a divergéncia existente entre as populag6es, foi
calculado o Fst pelo estimador de Weir e Cockerham (1984), utilizando
uma Analise Molecular da Variancia (AMOVA), com auxilio do
programa Arlequin (Excoffier e Lischer 2010). O Fst par-a-par entre as
populacdes também foi calculado.
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Para testar se existe associa¢do das distancias geogréaficas (D) e da
divergéncia genética (isolagdo por distancia), foi utilizado o teste de
Mantel (1967; descrito em Sokal e Rohlf, 1995). As distancias utilizadas
foram transformadas (In(D) ~ [Fst/(1-Fs7)]) de acordo com
Rousset (1997), e foi utilizando o coeficiente de correlagdo de momentos
de Pearson (Sokal e Rohlf, 1995), com auxilio do programa R (R
Development Core Team, 2014).

5.3.6. Testes de neutralidade

Para testar desvios da neutralidade, foram empregados os testes D
de Tajima (1989) e Fs de Fu (1997). Desvios da neutralidade podem ser
causados por efeitos mudancas no tamanho efetivo (Ne) populacional,
consequentes de gargalos populacionais ou de expansdes recentes; e/ou
de sele¢do, que podem ser desconsiderados pelo pressuposto dos
marcadores utilizados serem neutros.

O teste D de Tajima possui um maior rigor, e é mais recomendado
para testar gargalos populacionais, enquanto o Fs de Fu possui um maior
poder, e é mais recomendado para testar expansfes recentes
(Ramirez-Soriano et al., 2008). Os testes foram realizados com auxilio do
programa Arlequin (Excoffier e Lischer 2010).
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6. RESULTADOS
6.1. ECOLOGICOS E ARQUEOLOGICOS
6.1.1. Palinologia, ocupagdo e movimentacdo humana

A cronologia das ocupacdes esta mapeada na Figura 10, a partir de
2000 anos A.P. O surgimento de novos pontos indica a possivel
movimentacao humana. A data do primeiro registro da tradicéo Jé do Sul
ocorreu hd 2180 anos A.P. (Figura 10a). As proximas ocupacdes
ocorreram proximas as regides de serra, apontadas como possivel reflgio,
até 1500 anos A.P. (Figura 10b, Figura 10c). Os movimentos até essa data
foram predominantemente curtos, na dire¢cdo N-S. De 1500 a 600 anos
A.P., as ocupagdes passam a ser registradas mais distantes do ponto do
primeiro registro, e se tornam mais intensificadas (Figura 10d, Figura 10g,
Figura 10f), ocorrendo a expansdo territorial e movimentos mais
distantes, e predominantes na dire¢do L-O. De 600 a 0 anos A.P., foram
encontrados poucos pontos de ocupagdo novos, com intensificagdes em
pontos ja existentes (Figura 10g e Figura 10h).

A correlacdo de Spearman encontrada entre o nimero de registros
de ocupacdes e a porcentagem de pdlen foi de p= 0,700 (n=22; p < 0,001;
Figura 11a). Este valor se torna maior quando considera-se que 0 nimero
de ocupacdes corresponde a porcentagem de p6élen 100 anos (p = 0,790;
n =21; p <0,001; Figura 11b) e 200 anos (p = 0,804; n = 20; p < 0,001;
Figura 11c) ap6s as ocupagdes (atraso temporal).

6.1.2. Calculo do tempo de expanséo sem auxilio humano
Como mencionado na metodologia, os valores utilizados foram:

a) cenario médio: Dg de 99 m (ICos%: 91-106 m), ty de
122 anos (ICos%: 122-172 anos), incremento de altura = 4,4 cm.ano™ e
incremento de DAP = 0,44 cm.ano™, com probabilidade de um individuo
estar reprodutivo de 50% (Equacdo 3; DAP = 24,4 cm; Paludo et al., em
preparo).

b) cenério extremo: Dg de 300 m, t; de 20 anos, incremento de
altura = 8,5 cm.ano! e incremento de DAP = 1,26 cm.ano* (Paludo et
al., em preparo), com probabilidade de um individuo estar reprodutivo de
10% (Equacéo 3; DAP = 17,2 cm; Paludo et al., em preparo).
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Figura 10. Registros de ocupagdes humanas da tradi¢do Jé do Sul (pontos azuis)
no Sul do Brasil. a) - h): Cronologia das ocupagdes. Fonte: desenvolvido pelo

autor, a partir de dados de Noelli (2000) e Iriarte e Behling (2007).
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Figura 11. Correlagdes de Spearman (p) entre o numero de ocupagdes e
porcentagem de pdlen registrados na literatura, a) sem atraso temporal; b) 100
anos de atraso temporal dos dados de pdlen; ¢) 200 anos de atraso temporal dos
dados de polen. Fonte: desenvolvido pelo autor.

Portanto, as velocidades calculadas para o cenario médio e extremo
foram de 0,69 m.ano? (ICos%: 0,57-0,82 m.ano?) e de 15 m.ano™,
respectivamente. Os dois cenarios construidos encontraram velocidades
inferiores a velocidade requerida de 21 m.ano, sendo insuficientes para
gue a espécie se dispersasse por si sO, por toda a sua area de ocorréncia
méaxima, sem um auxilio externo.

Essas  velocidades geram  tempos  necessarios  de
436367 anos (ICosw: 530120-363638 anos) e de 20000 anos,
respectivamente para os cenarios médio e extremo, enquanto o limite
necessario para uma dispersao sem o auxilio humano seria de 14000 anos
(primeiro registro de pdlen). Porém, ressalta-se que o tempo da expansdo
significativa da araucéria s6 ocorre a partir de 2000 anos A.P., data muito
além da encontrada pelo cenario extremo.

6.2. GENETICOS

Foram analisados 297 individuos para o conjunto de trés locos
intergénicos de cpDNA (Tabela 4). O loco SfM identificou o maior
nimero de haplétipos (nove) e a maior diversidade
haplotipica (Hd = 0,104). O loco DT apresentou a maior diversidade de
nucleotideos (= = 42,0 - 10-°). O loco CS n&o apresentou polimorfismo.

O conjunto dos locos totalizou 3616 pares de base (pb)
analisados (Anexo B), dos quais 10 sitios foram polimdrficos,
possibilitando a identificacdo de 12 hapl6tipos.

Os 12 hapl6tipos encontrados e seus respectivos passos
mutacionais estdo dispostos na Tabela 5. O hapl6tipo H1 foi identificado
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na maioria dos individuos, com uma frequéncia relativa de 91,2%,
seguido pelo H2 (2,0%) e pelo H5 (1,7%). Ocorreu um excesso de
haplétipos raros (frequéncia inferior a 5%, H2-H12), onde cinco deles
foram identificados como copias Unicas (singletons) na amostra (H3, H4,
H8, H10 e H12), e seis foram exclusivos de uma Unica populagdo (além
dos cinco singletons, o H9). Os haplétipos H9, H10 e H11l estdo
associados a uma regido de microssatélite composto (ATsCT1) no loco
SfM.

Tabela 4. Descritores gerais de diversidade para os locos analisados. Fonte:
desenvolvido pelo autor.

A Loco
Parametro -
DT StM CS Conjunto
n amostral 299 300 298 297
pb analisados 1185 981 1450 3616
Numero de sitios polimorficos 3 7 0 10
Numero de hapl6tipos 4 9 1 12
Diversidade de haplétipos (Hd) 0,072 0,104 - 0,167
Diversidade de nucleotideos (m - 10%) 42,0 9,0 - 6,1

A rede de haplotipos (Figura 12) apresentou um formato conhecido
como “tipo estrela” (starburst, star-like), na qual todos os haplétipos,
exceto o H9 (2 ind.) e 0 H12 (1 ind.), foram gerados por um Unico passo
mutacional a partir do H1. O H1 pode ser considerado o hapldtipo
ancestral, por possuir maior frequéncia e originar quase todos 0s
outros (Avise, 2009).

Eventos de crescimento populacional recente favorecem o
surgimento de novos hapl6tipos derivados do ancestral, que ainda nao
tiveram tempo suficiente para entrar em equilibrio (mutagdo-deriva
genética) na populacdo, e provavelmente serdo removidos pelos efeitos
da deriva genética. Para uma populacdo evoluindo sob a teoria da
neutralidade, seria esperado um menor nimero de hapl6tipos derivados
do ancestral, com ramos mais longos (mais de um passo mutacional entre
0s haplétipos), e que novas mutagdes também surgissem a partir de
haplétipos secundarios (Hartl e Clark, 2007). Além disso, o formato de
estrela é caracteristico de populagBes que sofreram expansdes recentes,
rapidas e a partir de um dnico local (Avise, 2009). No caso de mais de
uma area de reflgio, seria esperado um haplétipo de grande frequéncia
gue originasse outros a partir de si como o H1, por area de refdgio.
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Tabela 5. Sequéncia dos haplétipos encontrados nos 297 individuos de Araucaria angustifolia e sua respectiva frequéncia. Fonte:
desenvolvido pelo autor.

Hapl6tipo Freq. Freq. Sitios DT Sitios SfM
Abs.  Rel. % 126 634 1088 | 1387 1388 1546 1858 1860 1884 1892

H1 271 91.2 G C G A T G G T A T
H2 6 2.0 T . . . . .
H3 1 0.3 . . . . . A
H4 1 0.3 . . T . . . . . .
H5 5 1.7 . . . . . . . . C
H6 3 1.0 . A . . . . . . . .
H7 2 0.7 . . . . . . . . . -
H8 1 0.3 . . . . . . T
H9 2 0.7 . . . - - . T
H10 1 0.3 . . . - -
H11 3 1.0 . . . C . . . . . .
H12 1 0.3 T . . . . . . A . -
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H12

Figura 12. Rede de haplétipos de Araucaria angustifolia, gerada a partir das
populagdes estudadas nos estados do Sul do Brasil (RS, SC e PR) com 0 método
Median Joining. O tamanho de cada circulo é proporcional a frequéncia do
haplétipo (H1 n = 271; H3 n = 1). Fonte: desenvolvido pelo autor.

O numero de haplétipos por populacdo variou de um a quatro, €
todas apresentando o H1 (Tabela 6, Figura 13). Seis populacGes foram
monomérficas (30%). O indice de diversidade haplotipica (Hd) variou de
0 a 0,467, e o de diversidade de nucleotideos (m) variou de 0 a
11,1- 10" (Tabela 6).
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Tabela 6. Indices de diversidade (Hr: riqueza haplotipica, Hd: diversidade haplotipica, m: diversidade nucleotidica) e seus
respectivos desvios padrdes (d. p.), e testes de neutralidade (D: D de Tajima (1989), Fs: Fs de Fu (1997)) e seus valores de p, para
as 20 populagdes de Araucaria angustifolia estudadas. Valores em negrito destacam p < 0,05. Fonte: desenvolvido pelo autor.

Pop. n Hr Hd d.p. ¢ 17:)_5) (.dl'g_},) D p Fs p
A 14 3 0,275 0,148 79 10,0 -1,48 0,06 -1,48 0,02
B 15 1 - - - - - - - -
Cc 15 2 0,248 0,131 6,8 9,2 -0,40 0,30 0,13 0,28
D 15 3 0,257 0,142 74 9,6 -1,49 0,07 -1,55 0,01
E 15 1 - - - - - - - -
F 15 3 0,257 0,142 7,4 9,6 -1,49 0,06 -1,55 0,02
G 15 2 0,248 0,131 6,8 9,2 -0,40 0,26 0,13 0,28
H 15 1 - - - - - - - -

| 15 3 0,257 0,142 7,4 9,6 -1,49 0,07 -1,55 0,02
J 15 2 0,133 0,112 - - - - -0,65 0,09
K 15 2 0,133 0,112 3,7 6,5 -1,16 0,15 -0,65 0,11
L 15 1 - - - - - - - -
M 15 4 0,467 0,148 9,7 11,3 -1,12 0,16 -0,25 0,39
N 15 2 0,248 0,131 6,8 9,2 -0,40 0,29 0,13 0,28
6] 14 1 - - - - - - - -
P 14 2 0,143 0,119 4,0 6,8 -1,16 0,14 -0,59 0,09
Q 15 2 0,133 0,112 3,7 6,5 -1,16 0,15 -0,65 0,10
R 15 1 - - - - - - - -
S 15 3 0,257 0,142 111 12,2 -1,69 0,02 -0,31 0,26
T 15 3 0,257 0,142 3,7 6,5 -1,16 0,15 -1,55 0,02

Total 297 12 0,167 0,030 6,1 8,0 -1,84 0,00 -17,00 0,00
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Figura 13. Mapa da localizagdo geografica das 20 populagbes de Araucaria
angustifolia estudadas nos estados do Sul do Brasil (PR, SC e RS) e a frequéncia
de seus respectivos hapldtipos. Fonte: desenvolvido pelo autor.
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A populagdo como um todo apresentou um valor de D de Tajima
de -1,84 (p < 0,001), indicando um desvio da neutralidade (Tabela 6).
Dentro das 14 populagGes nas quais o calculo foi possivel por questdo de
polimorfismo, todas apresentaram valores negativos para o D de Tajima,
porém o valor s6 foi significativo para a populacdo S, indicando uma
tendéncia geral de desvios da neutralidade.

O valor do Fs de Fu para a populagdo como um todo foi
de -17,00 (p < 0,001), em concordancia com os valores de D de Tajima
(Tabela 6). Para as 14 populagfes calculadas, 11 apresentaram valores
negativos, dos quais cinco foram significativos (p < 0,05), e trés
apresentaram valores positivos (n. s.), também indicando tendéncias de
desvio da neutralidade. Todas as populaces com valores positivos (C, G
e N) se encontram préximas a vales dentro de regides de serras, onde duas
delas (C e G) foram classificadas como populagdes relictuais, localizadas
em potenciais refugios.

A Andlise Molecular da Variancia (AMOVA, Tabela 7) detectou
um Fst = 0,041 (p < 0,01), indicando que apenas 4% da variacdo
encontrada esta entre as populacfes, e 96% dentro das populagdes. Nao
houveram divergéncias significativas entre as popula¢des analisadas pelo
Fst par-a-par (Anexo C). Isso é um indicativo de fluxo génico intenso e
da auséncia de barreiras fisicas, 0 que nao seria esperado para uma espécie
de disperséo relativamente limitada.

Tabela 7. Anélise Molecular da Variancia (AMOVA) para as populacdes
estudadas de Araucaria angustifolia. Fonte: desenvolvido pelo autor.

Fonte de Soma de Componentes da % de
variagéo =" quadrados variancia variacdo
Entre 19 3,276 0,0045 Va 4,09
populagdes
Dentrode 77 2,252 0,1056 Vb 95,91
populagdes

Total 296 32,529 0,1101 Fst: 0,0409

N&o houve correlagdo entre a distancia geografica (In) e a distancia
genética (Fst/(1-Fst); r = 0,068, p = 0,246; ou qualquer outro tipo de
distincia geografica-genética, dados ndo apresentados) entre as
populagcdes estudadas. Para a araucaria, pelos motivos de disperséo
relativamente limitada, poderia ser esperada um isolamento genético por
distancia, com uma correla¢do significativa.



60

A analise Bayesiana da estrutura genética identificou apenas um
grande grupo (k = 1), reforcando a baixa divergéncia encontrada entre
populagdes.
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7. DISCUSSAO
7.1. MOVIMENTOS HUMANOS

A primeira ocupacdo da tradicdo Jé do Sul ocorre justamente na
regido indicada como reflgio da Araucaria angustifolia, podendo ser o
ponto da “descoberta” da espécie. As ocupagdes permaneceram em areas
préximas até 1500 anos A.P. (Figura 10a, Figura 10b e Figura 10c). Apo6s
este periodo, ocorreu um pico de intensidade de registros de ocupacdes,
chegando no extremo Oeste dos trés estados em praticamente menos de
1000 anos (600 anos A.P.; Figura 10d, Figura 10e e Figura 10f). A
redugdo de registro subsequente pode estar relacionada com a chegada
dos europeus, que reduziram as populagdes nativas por meio de guerras e
doencas (Noelli, 2000).

O valor de correlagdo encontrado entre o nimero de registros e da
porcentagem de polen pode ser considerado alto, com picos de
intensidades das ocupacdes (Figura 6) e de pélen (Figura 4) ocorrendo
praticamente no mesmo periodo de tempo, proximos ao intervalo de 1500
a 600 anos A.P. Cerca de 1000 anos A.P., as intensificagdes dos dados de
polen foram continuas, podendo substituir a paisagem de campo em um
intervalo de 100 anos (lriarte e Behling, 2007), incompativel com o ciclo
de vida da espécie e um processo de regeneragéo “natural” (ver item 6.1.2,
e 7.2.). Ainda, antes da ocupacdo humana da tradicdo linguistica Jé do Sul
nessa regido, a araucaria mostra fracos sinais de expansao, ou até mesmo
insignificantes. Esses dados servem como mais uma evidéncia do auxilio
humano, a partir dos povos do grupo Jé, na dispersdo da araucéria.

7.2. CALCULO DO TEMPO DE EXPANSAO SEM AUXILIO
HUMANO

Os valores médios de incremento utilizados foram baixos quando
comparados com a literatura existente, que encontraram incrementos de
DAP de 0,22, 0,27, 0,40, 1,09, 1,55 e 1,66 cm.ano™ (os Gltimos dois
valores correspondem a uma situacdo de plantio, com uma intervencao
humana intensiva; Mattos et al., 2007; Hess et al., 2009; Zanon e Finger,
2010), com média de 0,87 cm.ano? entre eles. JA o valor extremo
utilizado (1,26 cm.ano*) estd acima da média reportada pela literatura.
Esses valores de incremento correspondem ao clima atual, e poderiam ser
inferiores em condicGes mais frias e secas. Mesmo com o UGM se
encerrando cerca de 14500 anos A.P. no Hemisfério Sul (Clark et al.,
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2009), as condigdes climaticas mais Umidas sé ocorreram cerca de
4000-3000 anos A.P. (Behling, 1995).

Para a distancia de dispersdo de sementes, podem existir distancias
maiores do que os 291 m observado nos estudos genéticos (Bittencourt e
Sebbenn, 2007), devido a limitacdo do tamanho da area estudada e ao
fluxo génico criptico de sementes. Porém, a distancia média foi de
aproximadamente 100 m, e a grande maioria ocorre antes dos 200 m de
distancia (Figura 9). Ainda, Schissler (2014) detectou distancias de
remocao médias de aproximadamente 4 m, e maxima de 32 m, juntamente
com uma alta taxa de predacdo, utilizando sementes amarradas a linhas e
carretéis no nivel do solo. Portanto, um valor de 300 m de distancia de
dispersdo pode ser considerado um bom extremo. Existe também a
possibilidade da dispersdo de sementes ter ocorrido com auxilio da
megafauna existente do local, porém esta se extinguiu aproximadamente
em 13000 - 11000 anos A.P (Martin e Steadman, 1995), enquanto o clima
ainda era desfavoravel para o crescimento populacional da araucéria. Ja
grupos humanos, no caso da Araucaria araucana, poderiam transportar
mais de 100 kg de sementes a longas distancias, até 100 km (Reis et al.,
2014).

O modelo em si assumiu pressupostos que ndo seriam encontrados
naturalmente, e todos acelerando a velocidade de dispersdao. A
produtividade média de pinhas por matriz encontrada foi de 17,4,
variando de 0 a 232, com um nimero médio de pinhdes férteis de 83,3
pinhGes por pinha, gerando em média, 1450 pinhdes por arvore (Zechini,
2012). Cada pinhdo teria que sobreviver ao processo de predacdo, que
pode atingir até 79,5% das sementes produzidas (Schissler, 2014); ser
disperso de acordo com um modelo radial, com distancias de acordo com
a Figura 9 e desconsiderando barreiras ao fluxo; e sobreviver para atingir
a fase reprodutiva. Paludo et al. (2016a) encontraram taxas de mortalidade
anuais de 0,795, 0,196, 0,064, 0,022 e 0,003, respectivamente para as
classes pléantula, juvenil 1, juvenil 2, imaturas e potencialmente
reprodutivas em um ambiente de floresta em estagio secundario
avancado, tornando muito raro o evento de uma planta recém germinada
atingir a fase reprodutiva. Ou seja, a velocidade de dispersdo poderia ser
significativamente inferior.

Além disso, a velocidade requerida (vr) do modelo assume a
expansdo a partir de 14000 anos A.P., porém evidéncias palinoldgicas
apontam para 0 inicio da expansdo da espécie a partir de
aproximadamente 2000-1500 anos A.P. (Figura 4).

Os valores médios de tempo foram muito superiores a 14000 anos,
e mesmo valores encontrados em condic¢des extremas ndo atingem esse
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limite, reforgando a ideia que a araucéria teve sua dispersao auxiliada por
grupos humanos.

7.3. GENETICA
7.3.1. Amostragem e marcadores utilizados

A amostragem realizada (n = 297) pode ser considerada boa para a
populacdo como um todo. Para as subpopulagbes (n = 14 a 15), seria
interessante um maior nimero de individuos. Uma maior amostragem
permitiria maior precisdo dos indices genéticos de diversidade (Hd e ),
tendo em vista que seus desvios padrfes foram altos, e também permitiria,
possivelmente, um menor nimero de populagbes monomérficas do que
foi encontrado (30%).

Dentro de uma populagdo, encontrar um unico individuo com um
haplétipo diferente dos demais (e. g. pop. Q, Tabela 6) resulta em uma
mudanca no Hd de 0 para 0,133 (15% do valor maximo possivel), e uma
mudanga no 7 de 0 para 6,5 - 10, Essas mudancas afetam diretamente o
calculo dos estimadores Fs de Fu (afetado pelo Hd) e D de
Tajima (afetado pelo m) dos testes de neutralidade. Amostras maiores
poderiam aumentar a precisdo dos mesmos, inclusive torna-los
estatisticamente significativos, ja que varios valores apresentaram
tendéncias semelhantes, na mesma dire¢do e 0,05 < p < 0,10 (Tabela 6).

Para o célculo da divergéncia genética entre as populagfes, 0 n
amostral utilizado € ideal para detectar diferengas iguais ou maiores a 5%
com boa precisdo (Pons e Petit, 1995; Kalinowski, 2005). Como o valor
encontrado foi de 4%, pode considerar-se que nao haveria necessidade de
aumento para melhorar a precisdo desse parametro, mas a divergéncia
encontrada pode estar sendo levemente superestimada.

Todavia, um n amostral maior dentro de cada populagdo pode
tornar o trabalho inviavel financeiramente..

O conjunto dos trés marcadores utilizados detectaram uma
diversidade reduzida, causada por um efeito gargalo, supostamente em
consequéncia do ultimo periodo glacial. Porém, também apresentaram
uma elevada riqueza e sinais de expanséo populacional, que ocorreram
apo6s as melhorias climaticas. A escala temporal do marcador, em
conjunto com o padréo de diversidade encontrado, aparentam ter sofrido
pouca interferéncia dos desmatamentos recentes. Portanto, considera-se
gue os marcadores foram ideais para a escala temporal desejada.
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7.3.2. Descritores de diversidade genética

Os indices genéticos encontrados no presente estudo foram muito
inferiores ao encontrado em outras coniferas, como Tsuga forrestii
(Hd = 0,663; = = 0,00036), T. chinensis (area Leste; Hd = 0,790;
7 = 0,00091), T. chinensis (area Oeste; Hd = 0,880; = = 0,00077; Cun e
Wang, 2016), e Podocarpus parloterei (Hd = 0,599; = = 0,00024; Quiroga
etal., 2012).

O valor de Hd = 0,348 encontrado para Pinus bungeana j& foi
considerado baixo em relagéo a outras coniferas (Yang et al., 2016). Para
P. sylvestris, Sinclair et al. (1999) encontraram Hd = 0,586 na Espanha, e
para a Escdcia um valor semelhante ao encontrado no presente estudo, de
Hd = 0,120, sugerindo diferentes pontos de refligio para a espécie. Os
refugios proximos a Escécia podem ter perdido maior parte da
diversidade por condicGes de sobrevivéncia mais restritivas. Para Picea
mariana, Gamache et al. (2003) encontraram valores de Hd = 0,19, porém
cinco populagdes extremas ao Norte possuiam haplétipos fixados,
possivelmente sendo o dltimo ponto de recolonizagdo. Desconsiderando-
as, o valor foi de Hd = 0,58. Em outro estudo de P. mariana, Gérardi et
al. (2010) encontraram Hd = 0,80, e notaram uma reducéo da diversidade
no sentido Leste-Oeste.

Os valores de © encontrados para essas outras coniferas foram de
3 a 12 vezes superiores ao encontrado para o conjunto de locos
utilizados (= = 0,000061). Todavia, 0o loco DT encontrou a mesma
magnitude de variag¢do (r = 0,00042) dos demais estudos.

A diversidade haplotipica também foi bastante inferior. A reducéao
da diversidade genética é causada por efeitos de selecdo, desconsiderados
para os marcadores utilizados, ou de deriva genética acentuada, como em
efeitos gargalos (Futuyma, 2009). O efeito gargalo causado pelo UGM
pode ter sido mais intenso para a Araucaria angustifolia em relacéo as
outras coniferas, nas quais alguns autores apontam para mais de um ponto
de refugio. Ja a araucaria provavelmente ficou confinada uma Unica area
de reflgio (Barros et al., 2015; ao entorno das areas estudadas por
Behling, 1995; 1997), o que reforcaria a baixa diversidade encontrada.

Ressalta-se que, além de caracteristicos das espécies e da sua
evolucdo, os diferentes indices encontrados nas coniferas podem ser em
decorréncia dos marcadores utilizados (mtDNA ou cpDNA); a varia¢do
do loco; e/ou abrangéncia do estudo (area amostrada, nimero de
populacdes).

Também estudando a Araucaria angustifolia e utilizando os
mesmos locos, porém em uma regido mais ampla, Klabunde (2012)
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obteve valores de Hr = 16 haplétipos, 7 = 0,00068 e de Hd = 0,828. Parte
dessa diferenca pode ser explicada por diversas questdes amostrais, desde
0 critério de coleta dentro das populagdes, até o nimero de individuos,
nimero de populagdes e abrangéncia do estudo. Desconsiderando o
Grupo Norte, a riqueza haplotipica encontrada por Klabunde (2012) é
semelhante ao presente estudo (Hr = 12 haplétipos), porém a diversidade
permaneceria distinta. No seu estudo, foram encontradas muitas
populacdes com mais de um haplétipo, e geralmente bem distribuidos,
consequentes de suas respectivas frequéncias. A frequéncia haplétipo
mais comum nesse estudo foi de 91%, e o segundo de 2%, enquanto para
Klabunde (2012) foram respectivamente de 36% e de 15%, gerando
indices de Hd elevados. Uma possivel explicacdo para essa diferenca seria
0 polimorfismo do loco CS, que foi responsavel pela identificacdo do
maior nimero de haplétipos para Klabunde (2012), e monomérfico no
presente estudo.

7.3.3. Divergéncia genética

Os valores de divergéncia encontrados podem ser indicativos do
fluxo génico no passado, com valores baixos geralmente indicando alto
fluxo, e valores altos indicando barreiras, limitacdo de fluxo e,
geralmente, mais de um ponto de refligio glacial. Isso ocorre porque
populacdes em condicdo de refligio geralmente mantém um ndmero de
individuos reduzidos e geograficamente isolados das outras populagdes
por um longo periodo de tempo, facilitando o acimulo de divergéncias
genéticas entre si pelo efeito da deriva (Avise, 2009). Eventualmente, as
populacdes tornam-se fixadas para diferentes hapldtipo (Avise et al.,
2009; Yang et al., 2016).

A divergéncia encontrada para a Araucaria angustifolia
(Fst=0,041) foi inferior ao encontrado para algumas coniferas de outros
géneros (Tabela 8), as quais geralmente tiveram mais de uma regido de
reflgio no UGM, e divergéncias associadas a distancia geografica. Além
disso, a divergéncia da araucaria foi o menor valor encontrado em
comparagdo com toda a literatura consultada.

A média da divergéncia genética (Gsr) encontrada para 22 espécies
arbdreas da Europa, ndo necessariamente coniferas, foi de Gsr = 0,54,
com marcadores de cpDNA (Petit et al., 2003). Dentro dessas, as espécies
Fagus sylvatica (faia, Gst = 0,74), Quercus sp. (carvalhos, Gst = 0,84) e
Corylus avellana (aveld, Gst = 0,89) possuem sementes com
caracteristicas semelhantes as da araucaria, por serem comestiveis e
estocadas pela fauna, e tiveram uma média de divergéncia superior ao
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conjunto (Gst = 0,823). Elas poderiam servir como uma certa base de
comparagdo com a araucaria, porém sdo espécies de outro
continente (Europa), e que podem (ou ndo) ter interagido com grupos
humanos de maneiras e em épocas distintas.

Tabela 8. Divergéncia genética encontrada para alguns estudos populacionais de
outras coniferas em diferentes continentes. AmN: América do Norte;
AmS: América do Sul; AS: Asia; EU: Europa.

Espécie Estimador DNA r Mantel Local Ref.
Abies balsamea Fst 0,69 mtDNA - AmN [1]
Abies balsamea Gst 0,48 mtDNA - AmN [1]
Abies balsamea Fst 0,15 cpDNA - AmN [1]
Abies balsamea Gst 0,10 cpDNA - AmN [1]

Picea abies Fst 0,41 mtDNA - EU [2]
Picea mariana Ost 0,53 mtDNA 0,748 AmN [3]
Pinus bungeana Fst 0,55 ncDNA - AmS [4]
Pinus sylvestris Fst 0,81 mtDNA - EU [5]
Pinus sylvestris Fst 0,37 mtDNA - EU [5]

Podocarpus matudae Nst 0,81 cpDNA 0,27 AmN [6]
Podocarpus parlatorei opT 0,10 cpDNA 0,17 AmS [7]

Tsuga chinensis Fst 0,23  cpDNA - AS [8]

Tsuga chinensis Fst 0,97 mtDNA - AS [8]

Tsuga forrestii Fst 0,12 cpDNA - AS [8]

Tsuga forrestii Fst 0,70 mtDNA - AS [8]
Média 0,47

[1] Cinget et al. (2016); [2] Gugerli et al. (2001); [3] Gamache et al. (2003);
[4] Yang et al. (2016); [5] Sinclair et al. (1999); [6] Ornelas et al. (2010);
[7] Quiroga et al. (2012); [8] Cun e Wang (2016).

Dentro do género Araucaria, Gaudeul et al. (2014) estudaram a
divergéncia genética de cinco espécies da Nova Caledbnia: A.
scopulorum (Nst = 0,293), A. rulei (Nst = 0,108), A. biramulata
(Nst = 0,433) e A. montana/laubenfelsii (Nst = 0,203), com média de
Nst=0,259. O valor tende a uma maior semelhanga com o encontrado no
presente estudo em relacdo as outras coniferas (Tabela 8), porém os
autores apontam para mais de um reflgio para todas essas araucérias.
Ressalta-se que nenhuma dessas possui um uso comestivel.

Ainda dentro das araucdrias, a Araucaria araucana, de ocorréncia
na América do Sul, apresentou os parametros genéticos mais semelhantes
a A. angustifolia. Marchelli et al. (2010) encontraram uma baixa
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divergéncia genética entre as populagdes (Gst = 0.110), e sem correlagéo
com distancias ou estruturacdo geografica. Ainda, sugerem a
possibilidade de mais de um ponto de reflgio porque populagdes
geograficamente distintas apresentaram constitui¢des de frequéncia de
hapl6tipos contrastantes e de maneira abrupta, o que também resulta em
uma maior divergéncia genética. Ambas as araucérias possuem
caracteristicas ecoldgicas muito similares, e também existem evidéncias
de usos da A. araucana por grupos humanos (Reis et al., 2014). Porém, o
estudo genético (Marchelli et al., 2010) ndo levanta a hipGtese da
dispersao da espécie ter sido facilitada pelos grupos humanos.

Estudos de A. angustifolia, amostrando popula¢fes somente no
estado de Santa Catarina e utilizando marcadores de isoenzimas,
encontraram divergéncias de Fst = 0,044 / Gst = 0,056 (n = 9; Auler et
al., 2002), e de Fst = 0,129, ndo associado a distancias geograficas, com
uma amostragem mais intensa (n = 31; Reis et al., 2012). Estes valores
estdo de acordo com o encontrado no presente estudo, tendo em vista que
as variacdes podem ser decorrentes dos diferentes locais amostrados e
marcadores utilizados. O estudo de Reis et al. (2012) também néo
encontrou relagdes entre as distancias genéticas e geograficas. Ja estudos
que utilizaram marcadores de cpDNA encontraram divergéncias de
Gst = 0,28 (Schldgl, 2007), provavelmente pelo maior nimero de
marcadores utilizados, e de Fst = 0,269 (Klabunde, 2012), com os
mesmos marcadores do presente estudo. A principal diferenca para o
estudo de Klabunde (2012) talvez seja a inclusédo do Grupo Norte na sua
amostragem, ja que a subdivisdo em grupos gerou uma parcela
significativa de divergéncia genética (25,17%), e os grupos Sul e Central
possuem zonas similares e de mistura. Existe a possibilidade desse Grupo
Norte ter sido disperso a partir de outro reflgio, possivelmente na Serra
da Mantiqueira (Klabunde, 2012), em um ponto de coleta ndo incluido no
presente estudo; ou ainda surgido de um evento fundador, a partir da
expansdo das populagdes do Sul, aumentando a divergéncia.

No presente estudo, ndo ocorreram conjuntos de populagGes com
diferentes haplétipos fixados e que convergem ou se misturam em alguma
regido, como acontece quando uma espécie apresenta mais de um ponto
de reflgio. Ainda, todas as populacGes apresentaram o haplétipo
ancestral (H1) em grande frequéncia, com hapldtipos derivados
diretamente dele (H2-12) em baixa frequéncia. Isso reforca a ideia de um
Unico refugio para A. angustifolia.

A baixa divergéncia genética (Fst = 0,041), em conjunto com a
formagdo de um dnico grupo de populagBes (k = 1) pela analise
Bayesiana, reforgam a ideia de que a expansao foi recente a partir desse
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reflgio, ndo havendo tempo para divergéncias genéticas suficientes serem
acumuladas.

7.3.4. Testes de neutralidade

A populacdo de Araucaria angustifolia analisada como um todo
(n=297 ind.) apresentou valores negativos (p < 0,001) em ambos 0s testes
de neutralidade (Tabela 6). Descarta-se a hipGtese que o0 desvio
encontrado se deve a selecdo, pelo pressuposto da neutralidade dos
marcadores, restando efeitos gargalos e/ou expansbes populacionais
recentes, em concordancia com o encontrado pelo formato da rede de
haplétipos (Figura 12).

Estudando outras coniferas, Yang et al. (2016) ndo encontraram
desvios da neutralidade para Pinus bungeana, enquanto Cun e
Wang (2016) encontraram que Tsuga forrestii e T. chinensis também
sofreram expansdes recentes, porém em ambos 0s casos, 0s autores nao
exploram esses resultados de maneira detalhada.

Para a araucdria, Klabunde (2012) também encontrou valores
negativos de D, porém apenas no Sul do Brasil, a Gnica regido com forte
registro de ocorréncia dos grupos Jé do Sul (Noelli, 2000), em
concordancia com o presente estudo.

Os maiores valores encontrados para o Fs (positivos, porém nao
diferentes de zero, p > 0,05) ocorreram nas populacdes C e G, estas
apontadas como possiveis pontos de reflgio para a espécie (ver
item 2.2.2.). O valor positivo encontrado na populagdo N também ocorre
em um possivel reflgio (SCG; Behling, 1997), porém parte da
diversidade encontrada, a qual influencia no calculo do Fs, esta associada
a uma regido SSR, e as ocupacgdes dos grupos Jé do Sul proximas a essa
regido sé comecam cerca de 1400 anos A.P.

Os resultados de desvios da neutralidade, para a populacdo como
um todo e para cada populagdo, indicam uma expansdo populacional
recente a partir de pouca variacdo deixada devido ao ultimo glacial, em
concordancia com os estudos palinolégicos.

7.3.5. Conjunto dos dados genéticos

Outros estudos de coniferas que ndo possuem um uso alimenticio,
podem servir como uma base neutra de expansao, por possuirem um ciclo
de vida semelhante e pelo seu uso potencial ndo envolver uma
necessidade humana bésica. No geral, ndo foram encontrados padrdes
semelhantes aos da Araucaria angustifolia nos demais estudos
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levantados. O que conteve maior semelhanca foi o estudo da
A. araucana (Marchelli et al., 2010), espécie que também com fortes
indicios de uso por grupos humanos no passado.

Os indices encontrados no presente estudo, principalmente de uma
diversidade genética relativamente baixa, sugere que a araucaria sofreu
um forte evento gargalo no passado, podendo ser associado aoc UGM, o
qual reduziu drasticamente o seu tamanho populacional e a confinou em
areas restritas, e provavelmente em um Unico reflgio. A partir desse, a
expansdo foi recente e acelerada, apresentando desvios da neutralidade.
O tempo decorrente ndo possibilitou o acimulo de divergéncias entre as
populacdes, e/ou o fluxo génico foi muito extenso, gerando uma baixa
divergéncia entre as populacdes (Fst = 4%) e as classificando em apenas
um grande grupo (k = 1).

Todas as informacGes genéticas, analisadas em conjunto, se
fortalecem e apontam na mesma direcao, estando de acordo com as outras
evidéncias ecologicas, antropolégicas e palinolégicas de dispersao
auxiliada pelos grupos humanos, ndo havendo eventuais contradi¢des
entre si.

7.4. MOVIMENTAGAO PELA GENETICA

Excluindo-se 0 H1 e conectando visualmente populagdes que
possuem haplétipos comuns ou derivados (e. g. H7 gerou o H12), é
possivel ter uma certa ideia visual de movimentagao genética (Figura 14).
Ressalta-se que essa forma de andlise € visual, fragilizada pela
amostragem, e que os conectores de haplétipos ndo derivados podem
atuar em ambos sentidos (ida e volta). Porém, existem o0s seguintes
padrdes: muitos dos conectores estdo ligados a suposta regido de reflgio,
grande parte dos conectores N-S sdo curtos, proximos a regido apontada
como refligio, enquanto os conectores L-O séo longos, € um dos pontos
extremos da ligacdo partem da regido apontada como reflgio, mesmo
havendo populagdes intermediarias e diferentes possibilidades. Existe
certa semelhanca visual entre 0s movimentos dos agrupamentos Jé do Sul
ao longo do tempo com essa movimentagdo genética.
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Figura 14. Setas ligando hapl6tipos comuns de Araucaria angustifolia entre as
populagBes (exceto H1), indicando possiveis movimentagdes de dispersdo da
espécie. Fonte: desenvolvido pelo autor.
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8. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir que
Araucaria angustifolia teve sua dispersdo auxiliada por grupos
humanos (da tradi¢do linguistica Jé do Sul), responsaveis provavelmente
pela maior parcela da distribuicdo maxima da espécie em eventos de
dispersdo mais distantes. 1sso ndo exclui o efeito da dispersdo da fauna
em outras escalas. Esta espécie sofreu uma expansdo recente e rapida, a
partir de uma Unica regido de reflgio, presente na regido de serra no
Sudeste do estado de Santa Catarina e Nordeste do Rio Grande do Sul,
em concordancia com dados palinolégicos e de modelagem climatica.
Além disso, existe uma correlagdo temporal entre a expansdo humana e
da araucéria, a qual ndo conseguiria atingir a sua area de distribuicao
maxima sem o auxilio humano, que movimentava sementes por longas
distancias.

Assim, os principais resultados deste trabalho reforcam a
perspectiva de que as paisagens com araucaria sao paisagens culturais.
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9. PERSPECTIVAS E IMPLICAGOES PARA O USO E A
CONSERVACAO

Como perspectivas, estudos semelhantes a este, com outras
espécies simpatricas da A. angustifolia, preferencialmente gimnospermas,
com tempos de geragdo semelhantes e sem fazer parte da alimentacdo
base de humanos (e. g. Podocarpus lambertii) podem servir como um
bom modelo nulo de dispersdo sem interferéncia humana.

Os resultados encontrados no presente estudo fornecem subsidios
que podem auxiliar no uso e na conservagao da espécie.

A avaliacdo genética estabeleceu que a amostra ndo estd em
equilibrio da neutralidade, e parte da riqueza haplotipica podera ser
“naturalmente” perdida pelos efeitos da deriva no passar das
geracBes (equilibrio mutacdo-deriva genética), principalmente o0s
haplétipos de copia Unica, que surgiram devido a um evento de expanséo
extrema. Portanto, o valor de riqueza provindo desses haplotipos nao
precisa ser o foco de esforgos de conservacao.

Outro aspecto relevante foi que as populagBes sdo muito
semelhantes entre si no nivel genético do cpDNA, sendo que apenas 4%
da variacdo é encontrada entre populacdes. Para a conservagdo, do ponto
de vista desses marcadores genéticos, o local de escolha de populagGes
possui pouco peso, j& que ndo existiu uma populagdo com constitui¢do
genética diferenciada.

Os elevados indices de fixacdo em outro estudo realizado para
populacdes da espécie em Santa Catarina (Reis et al., 2012) também deve
ser levado em conta nos esforcos de conservacdo. Uma das implicacfes
do presente estudo é que esse indice elevado pode ter sido decorrente do
efeito fundador da disperséo recente e rapida da espécie, reforgado pela
ideia de que esse indice é reduzido nas gera¢des seguintes, com um fluxo
génico e sistema de cruzamento efetivo (e. g. Ferreira et al., 2012).
Porém, ainda ndo se pode descartar o efeito do desmatamento e a reducéo
populacional recente, que pode ter influenciado nesse indice. Inclusive,
um dos efeitos pode ter sido o favorecimento da germinacao de sementes
préximas a uma planta matriz.

Esses resultados demonstram que outros aspectos podem ser
considerados mais interessantes do que a genética para escolha de areas
para a conservagdo. Como exemplo, esse trabalho identificou que a
expansdo da espécie, para a area estudada, se deu a partir de uma Unica
regido de refugio, e muito provavelmente nas regides de vales proximos
a serras como sugerido por Behling (1995) e Barros et al. (2015),
principalmente a Serra Geral. Areas de reflgio s&o de interesse para a
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conservacdo, jA que possuem caracteristicas locais que facilitam a
sobrevivéncia em condi¢des adversas (Keppel et al., 2012). No caso da
araucaria, essa regido de reflgio forneceu um microclima mais imido, e
€ uma area relevante para a conservacdo da espécie frente as novas
mudancas climaticas. Ainda, essas regifes montanhosas ja foram
sugeridas como areas prioritarias e de extrema importancia para a
conservagdo considerando outros aspectos, como fatores abioticos e a
biodiversidade de fauna e flora existentes (Conservation International do
Brasil, 2000).

Levando em conta todos os aspectos genéticos apresentados até
aqui, a principal recomendacéo seria de esfor¢os que atuassem na dire¢éo
do aumento populacional da espécie. Isso pode ser atingido com a
manutencado de individuos ja existentes em areas privadas, com o plantio
para a producdo de recursos, pratica cultural realizada pelos grupos da
tradi¢do linguistica Jé do Sul por longo tempo, ou com o uso da espécie
em sistemas agroflorestais, que permitam a intervencdo humana. No nivel
genético, propriedades privadas conseguem manter 0S MesMos
pardmetros de riqueza e de diversidade existentes em unidades de
conservagdo (Zechini, 2012; Zechini et al., em preparo).

Os beneficios genéticos de plantios de araucaria seriam de
aumentar o tamanho populacional da espécie, atuando na dire¢do oposta
da sua grande reducéo populacional no passado, que foi um dos principais
critérios para classifica-la como criticamente em perigo de
extincdo (Thomas, 2013). O aumento populacional ainda facilita o fluxo
génico entre populagdes, aumentando a conectividade, auxiliando na
reducdo do indice de fixacdo e reduzindo os efeitos negativos da deriva
genética.

Para a coleta de sementes para os plantios, mesmo com as
populacdes apresentando uma baixa divergéncia genética entre si (= 5%)
para marcadores neutros (presente estudo, Auler et al.,, 2002), é
interessante que ela ocorra em areas proximas ao local que seré realizado
o plantio, ja que cada regido pode ter adquirido caracteristicas adaptativas
especificas. Se forem tomados os devidos cuidados na coleta e escolha de
sementes, € possivel ainda maximizar a variabilidade genética da espécie,
ou seleciona-la para avancarmos no processo de domesticacdo da
araucaria.

Do ponto de vista pratico, o paradigma atual ainda é de afastar o
ser humano do uso da araucaria. O presente estudo trouxe um exemplo de
que a forte dependéncia do uso da espécie, principalmente para a
alimentacdo de maneira direta (pinhdo) ou indireta (atrair fauna para
caga), resultou na sua expansdo. As praticas realizadas pelos grupos
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humanos no passado foram a construcdo de uma paisagem cultural e,
possivelmente, domesticada que, de maneira consciente ou inconsciente,
resultaram no plantio de araucérias e um aumento na sua populagéo, com
0s usos de alimentacdo, atrair fauna ou demarcar territorios. Isso
demonstra que o uso de uma espécie pode ser extremamente benéfica para
ambas as partes, evidéncias as quais ja existiam em grande volume na
literatura especializada, e ser uma estratégia complementar para a
conservacgdo. Entretanto, ressalta-se que o uso da espécie precisa ser na
direcdo de aumentar/manter a sua populacéo.

As areas de protecdo integral do SNUC ndo seriam as mais
adequadas para a araucéria, tendo em vista que a espécie apresenta
dificuldades de regeneracdo em florestas secundarias em estadio
avancgado de sucessdo e sem a intervencdo humana (ver Paludo et al.,
2016a), e que ela se favoreceu no passado gragas a intervencdo humana.
Porém, essas unidades potencialmente servem como estratégia de
conservagdo para outras espécies, fatores abidticos e/ou outros tipos de
interacdes ndo levados em conta.

Uma excelente alternativa seriam incentivos as areas de uso
sustentavel do SNUC, mas principalmente aos produtores que, de alguma
forma, auxiliam na manutencdo e aumento de populacGes de araucéria.
Esses incentivos poderiam ser estudos especificos de como realizar o
manejo da araucaria, criando um “pacote tecnologico” para a espécie,
incentivos fiscais, ou inclusive de legalmente facilitar o seu uso.
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ANEXO A —PROTOCOLO EXTRAGCAO

(_) Preparar tubos com 5 ou 6 beads (as que grudam).

(_) Cortar bem de 3 a 4 aciculas médias nos tubinhos com auxilio do
funil.

(_) Ligar banho-maria entre 60 — 70 °C.

(_) Preparar na capela o CTAB 2% (solucdo de extracdo) + B-
mercaptoetanol em becker avulso + peixinho. 1 ml de CTAB para 30 ul
de mercapto. Calcular com base no nimero de amostras.

(_) Colocar 1 ml dessa solugéo por amostra.

(_) Macerar no Precellys 2x15 a 6000 rpm.

(_) Transferir para o isopor e colocar no banho-maria por 1 h,
invertendo a cada 10 min. Preparar tubos para as proximas etapas
enquanto isso.

(_) Retirar do banho-maria e remover beads com iméa na capela.
Adicionar 600 ul CIA 24:1 (usar Becker).

(_) Agitar por 5 minutos a 100 rpm no agitador, com borrachinha e
papel&o.

(_) Centrifugar, no maximo, a 12500 rpm (sem as beads!) por 7
minutos.

(_) Retirar sobrenadante (parte de cima) com pipeta e colocar em novo
tubo de 2 ml. Jogar a tampinha e o tubo do precellys em um Becker com
sabdo.

(_) Adicionar ¥ volume de Acetato de Potassio (5M) e 600 ul de CIA.
(_) Agitar por 3 minutos a 100 rpm.

(_) Deixar no freezer -20 °C por 30 minutos.

(_) Centrifugar a 12500 rpm por 5 minutos.

(_) Retirar sobrenadante e colocar em novo tubo de 2 ml.

(_) Adicionar 600 ul de CIA e agitar por 3 minutos a 100 rpm.

(L) Centrifugar a 12500 rpm por 5 minutos.

(_) Retirar sobrenadante e colocar em novo tubo de 2 ml.

(_) Adicionar 600 ul de CIA + 1 gota de CTAB 2%.

(_) Agitar por 3 minutos a 100 rpm e centrifugar a 12500 rpm por 5
minutos.

(_) Retirar sobrenadante e colocar em novo tubo de 1,5 ml.

(L) Adicionar 1 volume de isopropanol, inverter e deixar no -20 °C por
1 h (recomendado overnight).
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(_) Centrifugar a 12500 rpm por 5 minutos.

(_) Retirar isopropanol (virando o tubo) e adicionar 500 ul de alcool
70%. Agitar por 3 minutos a 100 rpm.

(_) Centrifugar a 12500 rpm por 5 minutos.

(_) Retirar alcool 70% (virando o tubo), adicionar 500 ul de alcool
96% e Agitar por 3 minutos a 100 rpm.

(L) Centrifugar a 12500 rpm por 5 minutos.

(_) Retirar alcool 96% (virando o tubo) e deixar o tubo aberto em cima
de papel toalha, de cabeca para baixo, por aproximadamente 30 minutos.
(_) Preparar TE (ou &gua ultra putra) + RNAse, em proporg¢éo de 1 ml
para 1 ul. Adicionar nos tubos 100 ul dessa solugao.

(_) Deixar 1 h no banho seco a 37 °C.

(_) Guardar no freezer -20 °C.

Quantidades e reagentes por amostra (colocar sempre +10%):
CIA24:1-2,4ml

CTAB 2% -1 ml

B-mercaptoetanol - 30 ul

Tubosde2ml-3

Tubosde 1,5ml-1

Acetato de potassio - aprox. 250 ul

Isopropanol — aprox. 700 ul

Alcool 70% - 500 ul

Alcool 96% - 500 ul
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ANEXO B - SEQUENCIAS ANALISADAS

DT
AGTATATATGAATAACATATTGAGTCCACACAGAAATACACATATTGATAGATATCGATATAATCGGTTGTTCCA
GAACCGATCCTGTTCCGATCATATCAATTAGTTCCATTAACCCATTAATTGAATTATTTGATTGAGCTATTCGATC
TGGTCATAAAAGGGCGACATCTGTACCCCATAATTAGCATACACGTTCCATTGTTTGTGGACTTACGAAAAGAGT
AAGATTATTTATTATTTTGAATTGATCAGATCACTGAACCCACGTGGCTGTTGAGAGGATCCTCTTATCCTAAAA
ACCCATCCGTCCATCACTCAAATCCACGCACGGGATTGTTTACATCTGAGATAGAGATTTACATTTCCGATATTT
TGTAAAGACACATAACCAGTTTTTAGAAGTTGTGCCCTATCCTGGTCTGTCCTATGCCAGCAAATATGGGATCAG
GACCCTTTTTATCGATTTCTAACCCTATCTAATAGCGCTATGCAGTTTGTCTTTATTAATATAAGCGTAACATGGA
TAGAAGGGGTATTTCCTCAATATTTTTCATCGTGGTTGAACCTTCTGTTTCAATGGAACATATCGGTATATACAA
CAACGCCCAAACTTGGGGCTGTGACAATTTTCTATTAGTATCTATAACCAAACTCTCTTTGGGTTGGTGAATTCA
TTATTTTTGTAATAAAAAAATAAAATTTACGAACAATACAATAATAAAAATATTAAACTACTAACCTAGAGAAG
ATTAGTGAAATTTTGTTCATACTGTTGACAATTTCATAGGGATTTGAATAGAATGATGATAGGCGGGCCCCTATC
GTCTAGTGGCCCAGGACATCTCTCTTTCAAGGAGGCAACGGGGATTCGACTTCCCCTAGGGGTACTATGCTATGA
AAGTCTTTAGGATACGCATTGGGTATGCTAAAGACTTTCCATTTCTTGTTCCTGGGTCGATGCCCGAGTGGCTCA
TGGGGGCGGATTGTAAATCCGTTGGCAATATGCCGACGCTGGTTCAAATCCAGCTCGACCCAATATAAACATGA
TCCATCGGTAATTTTTATGTCAATTTCTGACATTGGTGAAAAGGTAATTAGTTATAGAACCCCCGATATATCTAT
ATCTATCTACATCTAGATATAGATGTATTAGAAATATACAGAATAGAACAAACAGTTACT

SfM
GAGGATGATTCTGTCATTTGAGAATGGAATGACAGGTAAGAAAAAGTTACGGTCAAACCCATAACTATTCCTGG
CTCTCTTCCATCCTTCGGATGGGCGGGTAGCGGGGATCGAACCCGCATCTTCTCCCTGGCAAAGAGAAATTTTAC
CATTCAACCATACCCGCATTTGGCTCGTTCTTGGCATAATATATATATATATATCTTATGCCATATATTTGTATGC
AGATATATTTTATGAAATAACGAAATTTTCATGATTTCATCATTGAAATAACCCCTCCCCTGAGCACTTTCATTTG
GTTTCTTGGGACTTGTCGGAAAGACCCTTCCGAGCTATAATCCCCTTCGGGGAGGGGGGGAGAGAATTTAACAA
AAAGATCTAGAACATATCTAAGATATGAAAGAATTAAGGATACCTACTAAAAAGACTAATCCAATCCATAATGA
TACACCCGAAAATAAAACATTTTTGCTACTTGACCAACCATTAGGAGAGGCAAGTGCGACAGGTACACCAATCA
CTAGGAGAAATGAAATTGCAATTAATGCAAATACAGACGATTGGAAAGCAATAGTCATGGTTGTGATCTTAAAA
GCTTCCAACAGATTCAATAGACTATACCATCTGATCCCTATCCGGTCAATTTATAATCAATTGCACTACGGATTT
GATTTGATCATAAATTCATCGAGTTTAAAAACTCTTTTTTTTTTTCTATCCAATTTCTATTTGAGTGGGAGAGAAG
AGGGAAAGAGATTCATTTATTTTTCCCATACATAATGAAAATTTATTACAACATGTATATCTATGCATATGTAAG
CATAGATATGTACCTATGTTTATGTGATTGAATCTGCATCTATGTGCATATCATATGCATGCCTATGATCTATGCA
TCTAGGCTCATTATTGAGCCCGATGGTCAGGTATTATCAAAAAGGGTAAAATATAAGTTGTCTTCGCCCGGGAG
AGATGGCC

Cs
CTCGCTCGGCTATCTAGATCTAGATCTAGATAATAGATCTAGATAGCCAAGTATAGCTGAGCCACAAGGAAGGA
TTCAGTTAGAAGGGTAATAGCGAAAGATCCCGCTATCCTGCCTGCCACCATGGGAAACGGAATTCAATTTTTAA
TTTCATCCAGTTTTCTCTGTTGTTTAATTAAGAGGAGTCATGGAAAGGACAGGTTCAAAATCACGATCAATTCCT
TTCTCAAATCCTGCTGCAGCTGCACGAGCCCTTCCTGCATGCCACAAATGACCTACGAAGAAGAAAAATCCTAG
AACAAAATGAGAGGTGGATAACCAACTTCGGGGGGATACAAAATTCACCGCATTAATCTCGGTAGCTACACCAC
CCACGGAGTTTAAAGAACCTAAAGGAGCATGAGTCATATATTCCGCCGAACGTCGTTCTTGCCAAGGCTGTATG
TCCTTTTTCAGCTTACTCAGGTCTAAACCATTAGGACCCCTTAATGGTTCTAACCAGGGGGCACGGAGATCCCAA
AAACGCATTGTTTCCCCTCCAAAGATGATTTCTCCAGTAGGAGAACGCATAAGATATTTACCTAAACCAGTAGG
CCCTTGGGCAGACCCCACACTAGCTCCAAGACGTTGATCTCTAACTAGAAAAGTAAATGCTTGAGCTTGAGAGG
CTTCTGGGCCGGTAGGCCCATAGAATTCACTAGGATAAGCTGTATTGTTAAACCAAACAAAACAACAAGCAGTG
AAACCAAAGACAGAGAGAGCCGCTAAACTATAGGACAAGTAAGCTTCTCCGGACCATACAAACGCGCGACGAG
CCCATGCAAAAGGTTTTGTTAAGATGTGCCAGATACCACCGAAGATACAAATGGAACCTAACCATACATGTCCT
CCAATTATATCTTCTAGATTGTCTACGCTAACGATCCATCCCTCTCCTCCAAAAGGGGACTTAAGTAAATAACCA
AAAATAACACTTGGGTTAAGAGTTAAGTTCGTAATTTTTCTTACATCTCCACCGCCGGGAGCCCAAGTATCATAT
ACACCGCCAAAATACAAAGCCTTGAGCACTAGAAGAAAAGCACCAACACCTAGCAAGATTAGATGAATACCCA
AAATTGTGGTCATTTTGTTCCTATCTTTCCATACATAACCAAAAAATGGAAAAGATTCTTCCAAAGTTTCAGGTC
CGATGAGTGCATGATAAATACCACCAAAGCCTAAAACTGCAGAAGAAATTAAGTGAAGTACTCCGGATACAAA
GTATGGAAAAGTGTCCACAATTTCCCCACCAGGACCGACTCCCCATCCTAGAGTGGCTAGATGGGGAAGTAAAA
TCAATCCTTGTTCATACATAGGCTTTTCCGGTACAAAATGAGCCACTTCAAATAGGTTCATTGCTCCGGCCCAGA
ATACAATTAATCCGGCATGAGCCACGTGAGCCCCAAGTAAT






POP A

0,005
-0,037
0,000
0,005
-0,036
0,035
0,005
-0,036
0,002
0,002
0,005
0,105
0,035
0,000
-0,050
0,002
0,005
-0,025
0,000
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B
0,270
0,071
0,000
0,000
0,000
0,071
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,135
0,071
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000

C
0,757
0,477
0,036
0,071
-0,033
0,071
0,071
-0,033
0,048
0,048
0,071
0,123
0,071
0,065
-0,052
0,048
0,071
-0,022
0,036

D
0,667
0,991
0,423

0,000
0,000
-0,033
0,000
-0,034
0,000
0,000
0,000
0,110
0,036
-0,005
-0,001
0,000
0,000
0,000
-0,034

ANEXO C - Fst PAR-A-PAR ENTRE POPULACOES

E
0,252
0,991
0,468
0,991

0,000
0,071
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000
0,135
0,071
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000

F
0,847
0,991
0,991
0,991
0,991

0,036
0,000
-0,034
0,000
0,000
0,000
0,110
0,036
-0,005
-0,050
-0,047
0,000
-0,047
0,000

G
0,288
0,505
0,198
0,991
0,523
0,486
0,071
-0,033
0,048
0,048
0,071
0,123
0,071
0,065
0,045
0,048
0,071
0,024
-0,033

H
0,225
0,991
0,486
0,991
0,991
0,991
0,450
0,000
0,000
0,000
0,000
0,135
0,071
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000

Valores abaixo da diagonal principal representam o
representam o valor de p (todos n. s.).

|
0,856
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,000
0,000
0,000
0,110
0,036
-0,005
-0,050
0,000
0,000
-0,023
-0,034

J
0,505
0,991
0,468
0,991
0,991
0,991
0,477
0,991
0,991

0,000
0,000
0,121
0,048
-0,005
0,000
0,000
0,000
-0,027
-0,047

K
0,360
0,991
0,405
0,991
0,991
0,991
0,505
0,991
0,991
0,991

0,000
0,097
0,048
-0,005
0,000
0,000
0,000
0,000
0,000

L
0,225
0,991
0,486
0,991
0,991
0,991
0,532
0,991
0,991
0,991
0,991

0,135
0,071
0,000
0,005
0,000
0,000
0,000
0,000

M
0,063
0,072
0,054
0,126
0,108
0,126
0,054
0,108
0,081
0,081
0,198
0,099

0,067
0,127
0,115
0,121
0,135
0,093
0,110

N
0,342
0,450
0,243
0,532
0,505
0,505
0,297
0,586
0,477
0,459
0,477
0,432
0,243
0,065
0,045
0,048
0,071
0,024
0,036

0]
0,991
0,991
0,477
0,991
0,991
0,991
0,505
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,072
0,577

0,000
-0,005
0,000
-0,005
-0,005

p
0,991
0,486
0,991
0,910
0,496
0,991
0,306
0,450
0,991
0,739
0,712
0,396
0,099
0,324
0,991

0,000
0,005
-0,031
-0,001

Q
0,468
0,991
0,477
0,991
0,991
0,991
0,405
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,099
0,432
0,991
0,775

0,000
-0,027
0,000

R
0,288
0,991
0,423
0,991
0,991
0,991
0,514
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,063
0,496
0,991
0,450
0,991

0,000
0,000

S
0,901
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,532
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,090
0,550
0,991
0,991
0,991
0,991

-0,023

93

T
0,667
0,991
0,496
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,991
0,090
0,496
0,991
0,847
0,991
0,991
0,991

Fst par-a-par entre as populagfes. Valores acima da diagonal principal



