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Os recursos da terra estdo a ser depredados
também por causa de formas imediatistas de
entender a economia e a atividade comercial e
produtiva. A perda de florestas e bosques implica
simultaneamente a perda de espécies que
poderiam constituir, no futuro, recursos
extremamente importantes nao so para a
alimentagdo mas também para a cura de doengas e
varios servigos. As diferentes espécies contém
genes que podem ser recursos-chave para
resolver, no futuro, alguma necessidade humana
ou regular algum problema ambiental.

(Papa Francisco, 2015)






RESUMO

Este estudo objetivou caracterizar a dinamica da diversidade e estrutura
genética, do sistema reprodutivo e do fluxo de polen de duas populacdes
de Araucaria angustifolia, inseridas em paisagem de campo. Na areas
estudadas foram demarcadas foram demarcadas uma parcela circular de
34 ha e uma parcela retangular de 2 ha. Foram feitas genotipagens com
12 locos microssatélites, das 181 plantas adultas encontradas na
primeira area, juntamente com 400 sementes no ano de 2015 e 450
sementes nos anos de 2016 e 2017 (coletadas de 16 a 18 plantas mae).
Para segunda area as genotipagens foram feitas para 68 adultos e 300
sementes coletadas em 2017 de 12 plantas maes. Em geral, os indices de
diversidade genética foram similares para adultos e sementes, com
indices de fixag@o significativos em todos os casos. Uma estrutura
genética espacial ndo significativa foi detectada em ambos os locais.
Diferencas interanuais nos resultados do sistema reprodutivo foram
verificadas principalmente nas estimativas referentes a estrutura e
parentesco, o que demonstra a existéncia de diferencas associadas a
diferentes eventos reprodutivos. O fluxo génico, verificado pela analise
de paternidade, demonstrou a ocorréncia de elevada taxa de imigracao
de polen, cerca de 50%, em todos os anos e em ambos os locais.
Também foram encontradas diferengas entre os anos no niimero e na
diversidade de pais que fertilizaram as sementes. Além disso, variacdes
anuais também foram verificadas para distancia média de dispersao de
pélen, e a distribui¢do das frequéncias de distancias dos cruzamentos
realizados, demostrando uma variagdo substancial na movimentagdo de
pélen ao longo dos anos. De maneira geral, os resultados encontrados
indicam que pequenos fragmentos ou arvores isoladas presentes em
areas abertas, como paisagens de campos, ndo estdo em uma situacao
geneticamente isolada. Isso demonstra que essas populacdes possuem
um alto valor para conservacdo in situ, € a0 mesmo tempo fontes tteis
para a obtencdo de sementes para programas de melhoramento,
restauragdo e conservacdo ex sitzu. Contudo, os padrdes de
movimentagdo de polen demonstram que as coletas devem envolver
mais de um ano, de modo a abranger o maximo da variabilidade
genética e do potencial adaptativo da populacao.

Palavras-chave: Mata Atlantica, pinhdo, analises de paternidade,
sistema reprodutivo, imigracdo de polen, distdncia de polinizacao,
dindmica da movimentagdo do pdlen, fluxo génico






ABSTRACT

This study aimed to characterize the dynamics of the diversity and
genetic structure, mating system and the pollen flow of two Araucaria
angustifolia populations inserted in grassland landscapes. In the first
study area (FSR), a circular plot of 34 ha was demarcated and, in the
second area (FECAYV) a rectangular plot of 2 ha. From 181 adult plants
found in the FSR area, genotyping with twelve microsatellite loci were
performed to 400 seeds collected from 16 seed-trees in the year 2015 and
450 seeds collected from 18 seed-trees in the years 2016 and 2017. From
FECAV area 68 adults and 300 seeds collected in 2017 were genotyped.
In general, the diversity indexes were similar in adults and seeds, with
significant fixation indexes in all cases. A non-significant spatial genetic
structure was detected in the adult trees of both sites. Differences in the
reproductive system were verified mainly in the structure and parentage
estimates, associated with different reproductive events. Gene flow,
verified by paternity analysis, demonstrated the occurrence of a high
rates of pollen migration, around 50%, in all years and in both areas.
Differences among years were also found in the number of fathers and
consequently in the diversity of fathers that contributed to seed
fertilization. In addition, annual variations were verified in average
pollen dispersion distance, as well as the distribution distances of
crosses performed, demonstrating a substantial variation in the pollen
movement over years. Overall, the results indicate that small fragments
or isolated trees located in open areas, such as grassland landscapes, are
not genetically isolated. This demonstrates that these populations have a
great value for in situ conservation and, at the same time, useful sources
for obtaining seeds for breeding, restoration and ex sifu conservation
programs. However, patterns of pollen movement demonstrate that the
seed collections should involve more than one year, in order to cover the
maximum genetic variability and the populations fitness.

Keywords: Atlantic Forest, pinhdo, paternity analysis, mating system,
pollen immigration, pollination distance, dynamics of pollen movement,
gene flow






LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Mapa de localizacdo das areas FSR e FECAYV,
contendo as populacdes as populagdes estudadas de Araucaria
angustifolia, presentes no municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil. 49

Figura 2 - Imagem aérea da paisagem da Fazenda Santa Rita
(FSR) com destaque (circulo branco) para a parcela de estudo, contendo
as plantas amostradas de Araucaria angustifolia, regido da Coxilha
Rica, Lages - SC....oouiiieieeeeee et 51

Figura 3 - Imagem aérea da paisagem da Fazenda Experimental
do Centro de Ciéncias Agroveterinarias (FECAV) com destaque
(retangulo vermelho) para a parcela de estudo, , contendo as plantas
amostradas de Araucaria angustifolia, Lages - SC. ......ccccccvevveeveenennne. 52

Figura 4 - Analise do padrio de distribui¢do espacial das plantas
de Araucaria angustifolia, em duas paisagens de campo, nas areas FSR
e FECAV, no municipio de Lages-SC. Linha em preto sdo valores da
estatistica L(d), calculada pela fun¢do K de Ripley. Linhas em vermelho
representam o envelope do intervalo de confianga a 95%. Pontos
representam a disposi¢do das plantas no espago, para cada area........... 60

Figura 5 - Correlograma de coancestria médio (6xy) por classe de
distancia para as populagdes adultas de Araucaria angustifolia nas areas
FECAYV e FSR. A linha solida representa os valores médios de 6xy por
classe de distdncia. Linhas tracejadas representam o intervalo de
confianga para média (95%0).....ccuevierieiieiieiecieeeeeeee e 67

Figura 6 — Frequéncia das distancias potenciais de polinizacio
(distancias entre pares de plantas) e polinizacdes efetivas nos anos de
2015, 2016 e 2017 na area FSR, presente em uma populagdo de
Araucaria angustifolia em paisagem de campo. ........cocceeevereerereeeennnne 107

Figura 7 — Frequéncia das distancias potenciais de poliniza¢ao
(distancias entre pares de plantas) e polinizagdes efetivas no ano 2017
na area FECAV, presente em uma populagdo de Araucaria angustifolia
€M PAISAZEM A€ CAMPO. ..eeuvieerieirieiieieeieeieeteeteeteeteeaeeteeaeenseenaeens 107

Figura 8 - Escalonamento Multidimensional Nao Meétrico -
NMDS, gerado para os grupos de pais que polinizaram sementes de 18
plantas maes de Araucaria angustifolia, durante os anos de 2015, 2016 e
2017, em uma paisagem de campo no municipio de Lages. ............... 133

Figura 9 — Grafico scree plot onde a linha preta do grafico
(Ordination) corresponde ao numero de variaveis sintetizadas pelos
componentes principais ¢ a linha vermelha corresponde ao padrio
aleatOrio (Broken Stike). ........coccvecieeiecieeiieieeeeie e 134



Figura 10 - Distribuicdo das plantas mae de Araucaria
angustifolia e dos vetores das varidveis na analise de componentes
principais - PCA. Quanto menor o angulo formado entre vetores maior a
correlagdo entre as VArIAVEIS. ....ccveeeveeevieeeiieeerieeereeeereeeeveeeveeeeene e 136

Figura 11 — Imagem da distribuigdo espacial das 18 plantas mae
de Araucaria angustifolia utilizadas para andlises das variaveis
genéticas e ambientais. Circulo vermelho representa a area da parcela
(43,7 ha), circulos tracejados representam os agrupamentos formados
pelas plantas mae (PONtoS Brancos).........cceeeerreereereeseeneeseeneenenennns 137

Figura 12 — Analise direcional da movimentacdo de pdlen em
Araucaria angustifolia em 18 plantas mae localizadas em uma paisagem
de campo no municipio de Lages, SC. Os vetores indicam o &ngulo
médio da dire¢do de polen e linhas em vermelho indicam o intervalo de
CONFIANCA B D5%0. ..o 138

Figure 13 - Electrophoregram representing an inconsistency in
the Aangl4 marker, between the seed genotype (Ab13 III 1), which
presents alleles 207 and 223 with the genotype of the mother (Aal3),
which has alleles 211 and 225.......c.cocooevieviininennininiccneeeeen 155

Figure 14— Frequency of minimum difference between
inconsistent genotypes found in the mother-progeny comparison with 12
microsatellite markers of the Araucaria angustifolia (minimum
MULALIONAL SEEPS). «veeuvieerieiieiieitierieeite et et esteesteesreeseeeseeesseesaeesreeseneens 161



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas das reagdes de amplificacdo de DNA
para 12 marcadores microssatélites (SSR) usados na caracterizagéo
genética em Araucaria ANGUSHIfOLIQ. ..........cccouvveeeeeeeseeieieeseeeeeene 55

Tabela 2: Valores médios dos indices de diversidade genética
para numero de alelos (A), numero de alelos efetivos (Ae), indice de
informacdo de Shannon (I), riqueza alélica (baseada em 18 plantas) (R),
Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He) e
indice de fixacdo (f) em duas populacdes de Araucaria angustifolia, em
paisagem de campo, no municipio de Lages-SC.........cocevvevvnvneennnnnn. 61

Tabela 3 - Estatisticas F de Wright, calculadas para diferentes
classes de plantas reprodutivas de duas populagdes adultas de Araucaria
angustifolia, em paisagem de campo, no municipio de Lages - SC...... 62

Tabela 4: Frequéncia de alelos exclusivos para locos
microssatélites em relagdo as classes de plantas adultas de Araucaria
angustifolia inseridas em paisagem de campo, no municipio de Lages -
S ettt bttt 62

Tabela 5: Valores médios e intervalos de confianca (entre
colchetes) dos indices de diversidade genética para nimero de alelos
(A), nimero de alelos efetivos (Ae), indice de informagdo de Shannon
(D), riqueza alélica (baseada em 67 plantas) (R), Heterozigosidade
observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He) e indice de fixagao (f)
em duas populacgdes adultas e quatro coortes de sementes de Araucaria
angustifolia, em paisagem de campo, no municipio de Lages-SC........ 63

Tabela 6: Frequéncia de alelos exclusivos para locos
microssatélites em relagdo em populagdes de adultos e coortes de
sementes de Araucaria angustifolia inseridas em paisagem de campo,
no municipio de Lages - SC. .....cccovoiieiiieiiiiiieieeece e 64

Tabela 7 - Estatisticas F de Wright calculadas para populagéo de
adultos e coortes de sementes de Araucaria angustifolia, em duas areas
de campo, no municipio de Lages - SC.......cccceevvieriencienienienieeieeeene 65

Tabela 8 — Valores de divergéncia genética (Fst) par a par por
classe de adultos ou coorte de sementes de Araucaria angustifolia
avaliados em duas areas em paisagem de campo (FSR e FECAV), no
municipio de Lages - SC. ...c.oooviviiiiieieceee e 66

Tabela 9 - Resultados das estimativas do sistema reprodutivo e de
estrutura e parentesco avaliados em 2015 e 2016 em Araucaria
ANGUSTITOIIA ...ttt e 69



Tabela 10 - Numero de sementes com paternidade determinada
(NPD), Taxa de imigragdo de polen (m), Distdncia média de
movimentagdo do pélen (Dy), Desvio padriao (DP), Distancia maxima
de fluxo de po6len (Dmax), Distancia minima de fluxo de pdlen (Dmin) e
Intervalos de confianga Superior e Inferior (IC.Inf/IC.Sup.), de 16
plantas de uma populagdo de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo (FSR), avaliadas em 2015, no municipio de Lages-SC............. 97

Tabela 11 - Numero de sementes com paternidade determinada
(NPD), Taxa de imigragdo de polen (m), Distdncia média de
movimentagdo do polen (DY), Desvio padrdo (DP), Distdncia maxima
de fluxo de polen (Dmax), Distancia minima de fluxo de polen (Dmin) e
Intervalos de confianga Superior e Inferior (IC.Inf/IC.Sup.), de 18
plantas de uma populagdo de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo (FSR), avaliadas em 2016, no municipio de Lages-SC............. 98

Tabela 12 - Numero de sementes com paternidade determinada
(NPD), Taxa de imigracdo de podlen (m), Distancia média de
movimentagdo do pdlen (DY), Desvio padrdo (DP), Distdncia méaxima
de fluxo de pélen (Dmax), Distancia minima de fluxo de polen (Dmin) e
Intervalos de confianga Superior e Inferior (IC.Inf/IC.Sup.), de 18
plantas de uma populagdo de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo (FSR), avaliadas em 2017, no municipio de Lages-SC............. 99

Tabela 13 - Numero de sementes com paternidade determinada
(NPD), Taxa de imigracdo de poélen (m), Distancia média de
movimentagdo do pdlen (DY), Desvio padrdo (DP), Distancia méaxima
de fluxo de polen (Dmax), Distancia minima de fluxo de polen (Dmin) e
Intervalos de confiangca Superior e Inferior (IC.Inf/IC.Sup.), de 12
plantas de uma populagdo de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo (FECAYV), avaliadas em 2017, no municipio de Lages-SC..... 100

Tabela 14 - Numero de sementes com paternidade determinada
(NPD), Taxa de imigracdo de podlen (m), Distancia média de
movimentagdo do pdlen (DY), Desvio padrdo (DP), Distancia maxima
de fluxo de polen (Dmax), Distancia minima de fluxo de polen (Dmin) e
Intervalos de confianga Superior e Inferior (IC.Inf/IC.Sup.), de 18
plantas de uma populacdo de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo (FSR), avaliada por trés anos (2015, 2016 e 2017), no municipio
de Lages-SC. ...oioiieiieieeieeeete ettt ettt n 101

Tabela 15 - Numero efetivo de doadores de pdlen (Nep) por planta
mae e por populagdo determinadas por andlise de paternidade de
sementes em diferentes anos de avaliagdio em duas populacdes de
Araucaria angustifolia no municipio de Lages - SC.........ccoecvveevreenenns 102



Tabela 16 - Numero de sementes com paternidade atribuida
(NSPA), distancias média (Dy), minima (Dmin) ¢ maxima (Dmsx) €
Sucesso reprodutivo (S;p) das 10 4rvores com maior numero de
atribuicdes de paternidade de sementes de Araucaria angustifolia, nos
anos de 2015, 2016 e 2017 para duas areas avaliadas. ........................ 104

Tabela 17 - Numero de sementes com paternidade atribuida
(NSPA), distancias média (Dy), minima (Dmin) € maxima (Dmix) €
Sucesso reprodutivo Sy, das 10 plantas com maior niimero de atribui¢des
de paternidade para o conjunto de sementes de Araucaria angustifolia,
analisadas ao longo dos anos de 2015, 2016 ¢ 2017 na area FSR....... 105

Tabela 18 - Distribui¢do da diversidade de pais por local,
determinados por analises de paternidade de coortes de sementes de
Araucaria angustifolia em paisagens de campo..........ccceeeveeveevennnnnne. 106

Tabela 19 - Caracteristicas da area de estudo e taxa de imigragdo
de polen encontrados em estudos de analise de paternidade de sementes
de Araucaria angusStifolia..............coueeveeeeeieeciecieiiecieeee e ecie e 109

Tabela 20 — Valores das variaveis genéticas e ecologicas,
utilizadas na analise de Componentes Principais (PCA), avaliados em 18
plantas mae de Araucaria angustifolia presentes em paisagens de
campo, no municipio de Lages, SC.......cccccceevreiiiriieeniieiiieieeieeie e 131

Tabela 21— Valores de loading (correlagdo de Pearson entre os
scores de cada eixo e as variaveis) das variaveis utilizadas na analise de
Componentes Principais (PCA).....ccoooveoiievieeciieieeieeiecie e 135

Table 22- Aspect evaluated and the strategy of analysis for
determination of genotyping deviations in mother progeny comparisons
N Araucaria ARGUSTIfOLIA. .........c.ccveeveeeeeiiecieeeeee e 156

Table 23 — Frequency of null alleles in Araucaria angustifolia
microsatellite loci, estimated by program ML-NULL in three adult
populations (FSR, FECAV and CCM) and six seed cohorts (2014X,
2014z, 2015, 2016, 2017A and 2017B).....cccorereieiriieeeceereeecnee 158

Table 24 — Number of Mother progeny comparisons (N), number
of inconsistencies (In), number of null alleles and total number of
genotyping errors (Er) evaluated in 12 microsatellite loci in six seed
cohorts (2014X, 2014z, 2015, 2016, 2017A and 2017B) of Araucaria
ARGUSHIOLIG ..ottt s 159

Table 25- Non-Exclusion Probability (NE-P), polymorphic
information content (PIC), allele number (A), and rate of errors, null
alleles and inconsistencies (potential mutations) found in 1972
Araucaria angustifolia mothers-progenies genotypes............cceeeuee... 160



Table 26— Paired Spearman's rank correlation between
Polymorphic Information Content (PIC), allele number (A), Combined
Non-Exclusion Probability (NE-P), genotyping errors (Er), null alleles
(Nu) and inconsistencies (In), in 12 Araucaria angustifolia
microsatellite loci. Below diagonal are presented the p-values and in the
upper diagonal the Spearman correlations. .........ccceeeververeerveneennnnne. 161



1
1.1

1.1.1
1.1.2
1.2
1.3
2

SUMARIO

INTRODUCAO 27
OBJETIVOS ..o 29
Objetivo geral 29
Objetivos especificos 29
REVISAO BIBLIOGRAFICA........cccooovrveeeveeseereeeean 30
REFERENCIAS ..o 35

CAPITULO I - ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL E

VARIACAO TEMPORAL DO SISTEMA REPRODUTIVO E DA
DIVERSIDADE GENETICA EM COORTES DE SEMENTES DE

Araucaria angustifolia EM PAISAGENS DE CAMPO ................... 47
2.1 INTRODUGCAO ...ooiiiiiiieieniinieeteesieetetenie sttt 47
2.2 MATERIAL E METODOS .......cousiviimnnriemannniencseeeseenenns 48
221 Areas de estudo 48
2.2.2 Estrutura demografica e distribuicio espacial................. 52
223 Coleta e conservacio do material genético ...........cceueeune. 53
2.2.4 Extracio e amplificacio do DNA 54
2.2.5 Genotipagem 56
2.2.6 Estrutura genética espacial (SGS) 56
2.2.7 Diversidade e estrutura genética 57
2.2.8 Sistema reprodutivo 58
23 RESULTADOS. ..ottt 59
2.3.1 Estrutura populacional 59
2.3.2 Diversidade e estrutura genética 60
2.3.2.1 Analises por classe das populagdes de adultos...................... 60
2.3.2.2  Andlises entre geragdes, anos € 10CaiS........cceevverververvennnnne. 63
233 Estrutura genética espacial (SGS) 66
2.34 Sistema reprodutivo 68
2.4 DISCUSSAQ ... 69
241 Padrio espacial e estrutura interna da populacio........... 69



2.4.2 Diversidade e estrutura genética 70

243 Estrutura genética espacial 74
244 Sistema reprodutivo 76
2.5 CONSIDERACOES FINAIS .....oooiiveeveeeeeeeeeeeeerenns 79
2.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........cocooviveeeeeennnnn 80
3 CAPI',TULO II - PATERNIDADE DE SEMENTES E
FLUXO DE PQLEN EM Araucaria angustifolia: UMA
COMPARACAO ENTRE ANOS E ENTRE LOCALIS........ccccoeuuee. 91
3.1 INTRODUGCAO ......ioiiiiieiieiteieeieeeeste et 91
3.2 MATERIAL E METODOS ........oooieiiieieeeeieeeeee e 93
3.2.1 Analises de paternidade 93
3.2.1.1 Analises de paternidade direta ...........ccceeveeveeieeieeeesreennnne 93
3.2.2 Numero efetivo de doadores de pdlen e sucesso
reprodutivo por pai 94
3.23 Fluxo de pdlen e distincias de polinizacio.........cceeersuerneens 95
3.24 Distribuicao das distincias de polinizacfo..........ccceeruerueee. 96
33 RESULTADOS ...ttt 96
3.3.1 Determinacao de paternidade e fluxo de pélen................. 96
3.3.2 Variacio no sucesso reprodutivo 103
34 DISCUSSAO ..o 108
34.1 Movimentaciio de polen e taxa de imigragao..........ce.u.e.. 108
34.2 Numero efetivo de doadores de pélen 112
343 Contribuicio paterna e sucesso reprodutivo.................. 113
3.5 CONSIDERACOES FINAIS .....ooovviieeeeeeeeeeeeeeeans 116
3.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........oovvvvvrrerrrrennne 118
4 CAPITULO 111 - MOVIMENTACAO DE POLEN EM
Araucaria angustifolia E ASSOCIACAO COM VARIAVEIS
AMBIENTAIS . 127
4.1 INTRODUQGAO ......oiiiiiiiiieieeeeeeeeeee e 127
4.2 MATERIAL E METODOS .......cvvvverreemreimreesseeseeeenns 128

4.2.1 Obtencio dos dados 128




4.2.2 Analise da época de oferta e paternidade de sementes .. 129
4.2.3 Associaciio entre variaveis genéticas e ambientais......... 130
4.2.4 Analise direcional da movimentag¢ao do poélen................ 131
43 RESULTADOS. ..ottt 132
4.3.1 Epoca de oferta e paternidade de sementes..................... 132
4.3.2 Associacio entre varidveis genéticas e ecolégicas........... 133
4.3.3 Analise direcional da movimentacio do pdlen................ 138
4.4 DISCUSSAO ... 139
4.4.1 Epoca de oferta e paternidade de sementes ..............n... 139
4.4.2 Associacio da movimentacio de pdlen por matriz com
outras variaveis 140
4.4.3 Analise direcional da movimentacio do pélen................ 143
4.5 COSIDERACOES FINAIS.......coooviiieeeeeeeeieeeeee e 145
4.6 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......ccooreerrriinnens 146
5 CAPITULO IV - ESTIMATING GENOTYPING
DEVIATIONS FROM FIRST-DEGREE RELATIVES IN
ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA Araucaria angustifolia............... 151
5.1 INTRODUCTION .....coieiiiiiiniiieiineetereneeeerenee e 151
5.2 MATERIAL AND METHODS .....ccccoooiiiiiiiiiiinieneeee 153
5.2.1 Data Collection 153
5.2.2 Null alleles frequency estimates 154
5.2.3 Analyses of error rate, inconsistencies and null alleles.. 154
53 RESULTS Lttt 157
5.3.1 Null alleles 157
5.3.2 Genotyping deviations 158
5.4 DISCUSSION .....oooiiiiiieieienieeereeneetere e 162
541 Genotyping deviations in parentage analyzes................. 162
5.4.2 Null alleles 164
5.4.3 Inconsistencies (potential mutations) 166



5.4.4 Implications and recommendations on genotyping

deviations
5.5 FINAL CONSIDERATIONS ....oooiiiiiieiieeeeeeeeeee e
5.6 REFERENCES ..ottt eeeaee e

6 CA~PiTULO \ CONSIDEMCOES FINAIS E
IMPLICACOES PARA CONSERVACAO DA Araucaria
angustifolia

APENDICES

167



27

1 INTRODUCAO

A rapidez e a capacidade do homem em modificar e explorar
ambientes naturais, usando somente critérios para beneficio proprio,
esperando um retorno a curto prazo, tém superado na maioria das vezes
a habilidade desses ambientes em se recompor. Os resultados dessas
sobre-exploragdes, podem ir desde a reducdo da resiliéncia dos
ambientes até a degradac@o dos ecossistemas, causadas principalmente
pela fragmentacdo de habitats e perda de biodiversidade. Essas
alteragdes geram implicacdes diretas na variabilidade genética e no
potencial de adaptabilidade das popula¢des naturais. Conhecer os efeitos
que essas alteragdes causam nos ecossistemas ¢ de fundamental
importancia para conservagao e uso sustentavel de toda a biodiversidade
do planeta. No entanto, gerar esse tipo de conhecimento para todas as
espécies afetadas pela acdo antropica seria uma tarefa demasiadamente
grande, porém, ¢ essencial que essas informagdes sejam geradas para
espécies tipicas de uma paisagem ou regiao.

Na paisagem em que esta inserida, a Araucaria angustifolia
(Bertol.) Kuntze apresenta uma enorme importancia, devido as suas
relevantes fungdes ecologicas, econdmicas e sociais. E capaz de
fornecer grande quantidade de recursos que contribuem para
manutengdo de diversas espécies, inclusive o homem. No entanto, seu
alto valor, principalmente pelo potencial madeireiro, fez com que a 4.
angustifolia passasse por um intenso processo de exploragdo que a
levaram a ser considerada uma espécie criticamente em perigo por
orgaos nacionais e internacionais. Contornar este fato pode nao ser uma
tarefa simples, mas gerar informagdes e conhecimento para este
processo pode subsidiar a criagdo e incentivo a alternativas vidveis a
exploragdo madeireira de florestas nativas, como o uso de suas
sementes.

Dada a importancia e o grau de ameaca em que a A. angustifolia
se encontra, ¢ possivel considerar que a paisagem em que esta inserida
oferece um modelo fundamental para tentar entender o funcionamento
de ecossistemas florestais. Sendo assim, a espécie torna-se prioritaria
para estudos acerca dos efeitos de exploracdo, fragmentagio e dos niveis
de diversidade genética destes ambientes. Pois, ¢ comum a ocorréncia da
A. angustifolia na forma de arvores isoladas ou pequenos fragmentos em
uma paisagem ndo permeada por floresta continua, e isso pode
representar um importante papel na conectividade genética das
populagdes, por meio do fluxo génico. Portanto, o conhecimento da
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dindmica temporal do fluxo génico e suas implicacdes na estrutura e
diversidade genética da espécie, nesses ambientes, pode fornecer
importantes informagdes, capazes de subsidiar programas de
melhoramento e exploragdo sustentavel, que visem aliar o uso de seus
recursos com a conservagao. Pois, a dispersdo de pdlen, em espécies
dioicas, ¢ um dos fatores primordiais para que ocorra a producdo de
sementes. A partir das sementes ¢ possivel gerar alimento e renda para
os produtores, ¢ ainda aliar este uso a conservagdo da espécie.

Estudos que contemplam a variagdo anual e a dindmica do
comportamento do fluxo de pdélen no ambiente envolvendo a A.
angustifolia sdo escassos na literatura. Sendo assim, o presente estudo
investiga a dindmica do fluxo de polen de A. angustifolia em paisagens
fragmentadas, quantificando as trocas genéticas entre arvores da espécie
em diferentes eventos reprodutivos.

Dessa forma, primeiro capitulo investiga se os mecanismos
reprodutivos da espécie mantém indices de diversidade e estrutura
genética semelhantes entre populagdes de adultos e coortes de sementes
de diferentes anos. Além disso, o capitulo aborda analises do sistema
reprodutivo e da estrutura genética interna de adultos. Com isso sdo
trazidas discussdes sobre o status de conservagdo e possiveis
implicagdes para manutengdo das populagdes visando a conservacdo e
uso.

O Capitulo 2 utiliza analises de paternidade de sementes, para
caracterizar a variagdo na movimentagdo de polen entre diferentes anos,
bem como, entre diferentes locais num mesmo ano. As informagdes
geradas acerca da dinamica da movimentagdo de podlen sdo entdo
discutidas abordando questdes como distancia entre plantas, distribuigdo
de frequéncia da movimentagdo de podlen, variacdo anual, sucesso
reprodutivo, bem como recomendagdes para conservagao.

No capitulo 3 sdo exploradas possiveis associagdes entre a
movimentagdo de polen (variaveis genéticas) com varidveis ecoldgicas,
de modo a tentar explorar como estas variaveis podem influenciar o
fluxo de podlen. Neste capitulo, também ¢ investigado a associacdo entre
o periodo de oferta de sementes por plantas mae e a presenga de grupos
de doadores de pdlen, bem como a influéncia dos ventos no fluxo de
polen.

O Capitulo 4, analisa desvios de genotipagem presentes na
genotipagem com marcadores microssatélites desenvolvidos para
Araucaria angustifolia. O capitulo visa destacar a importancia de ndo
negligenciar a ocorréncia destas alteracdes, como tentar evita-las ou
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como acomoda-las, principalmente em estudos de migragdo que trazem
implicacbes para conservagdo de diversas espécies, inclusive
ameacadas.

Finalmente o quinto capitulo trata das consideragdes gerais como
um capitulo de fechamento das informagdes obtidas nos capitulos
anteriores, discutindo algumas das implicacdes € como as descobertas
do estudo de maneira integrada podem auxiliar e contribuir para o
conhecimento a respeito da conservacdo e do uso sustentavel da
Araucaria angustifolia.

1.1 OBJETIVOS
1.1.1  Objetivo geral

Avaliar a dindmica espago-temporal do fluxo de podlen de
populagdes de Araucaria angustifolia, com base na quantificacdo das
variagdes da troca genética mediada pelo polen entre fragmentos e
arvores isoladas na paisagem.

1.1.2  Objetivos especificos

- Caracterizar a diversidade e estrutura genética de sementes de
Araucaria angustifolia durante anos de 2015, 2016 e 2017 e verificar se
o fluxo de poélen realizado mantém os mesmos indices de diversidade e
estrutura genética observados em populagdes adultas nas coortes de
sementes, que irdo compor as proximas geracdes da espécie.

- Descrever a variagdo nos niveis movimentagdo de poélen em
populagdes de Araucaria angustifolia, com ocorréncia natural em
ambientes de campo, entre os anos de 2015, 2016 e 2017 e entre
diferentes locais no ano de 2017.

- Verificar a variagdo causada pela diferenga da distancia entre
arvores de Araucaria angustifolia na distribuicdo de frequéncia da
movimentagao de polen.

- Estimar a taxa de mutacdo, erros de genotipagem e alelos nulos
em locos microssatélites existentes para Araucaria angustifolia a partir
da analise dos genotipos de plantas-maes e progénies.

- Analisar se existem diferengas entre a paternidade das sementes
e o periodo de maturagdo das sementes de diferentes plantas mae.
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- Verificar se existe uma dire¢ao predominante no fluxo de pélen
de Araucaria angustifolia e, se esta ¢ dependente da direcdo
predominante do vento na regido durante o periodo de polinizagao.

1.2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A atual distribuigdo global dos recursos genéticos florestais ¢ o
resultado da combinagdo de processos naturais geologicos, ecologicos e
genéticos, ao longo de milhares de anos, juntamente com a agéo
humana, que resultam em adaptagdes a ambientes locais (ALBERTO et
al., 2013; ALFARO et al., 2014).

O bioma Mata Atlantica historicamente tem sofrido os efeitos das
alteragdes humanas, e a fragmentacdo de habitats tem deixado um
reflexo direto em sua area de cobertura, que atualmente limita-se a 12%
da extensdo territorial original (RIBEIRO et al., 2009). Efeitos
potenciais da fragmentacdo podem ser a reducdo das populagdes,
reducgdo da sobrevivéncia individual, estresse relacionado ao ambiente ¢
perda de micro sitios para germinagdo e estabelecimento de plantas
(LANDER; BOSHIER; HARRIS, 2010). Aliado a isso, essas alteracdes
antropicas na biodiversidade tém causado impactos genéticos negativos
em populagdes de plantas (AULER et al., 2002; AGUILAR et al., 2008;
ECKERT et al., 2010; MORAES; SEBBENN, 2011; QUESADA et al.,
2013), uma vez que a fragmentagdo pode interferir no sistema de
cruzamento ¢ no fluxo génico de populacdes pequenas e arvores
isoladas, alterando processos ecoldgicos e evolutivos (LIENERT, 2004;
CUARTAS-HERNANDEZ; NUNEZ-FARFAN; SMOUSE, 2010;
QUESADA et al., 2013).

Entretanto, os efeitos negativos previstos na teoria da genética de
populagdes pequenas podem ser minimos ou ausentes em fragmentos
florestais, se estes apresentarem efetivo fluxo génico de polen e
sementes a longas distincias (i.e. longas distdncias de dispersdo de
polen e sementes) (HAMRICK, 2004; KRAMER et al., 2008). Portanto,
o elemento chave para prever os efeitos da fragmentacdo € o nivel de
fluxo génico entre as populacdes (HAMRICK, 2004), uma vez que este
¢ o principal mecanismo que mantém a coesdo genética entre
populagdes (FUCHS; HAMRICK, 2011).

O fluxo génico ¢ um dos componentes determinantes da
persisténcia e adaptagdo das populagdes as mudangas ambientais
(WHITLOCK; MCCAULEY, 1999), capaz de fornecer variacao
genética para populacdo e suprimir a diferenciagdo genética entre
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populagdes (SLATKIN, 1985; ENNOS, 1994). Assim, um elevado fluxo
génico entre populagdes contribui para que todas elas evoluam de
maneira conjunta, porém, se o fluxo génico ¢ baixo estas podem
divergir, o que contribui para o isolamento reprodutivo e o
estabelecimento de linhagens evolutivamente diferentes (SLATKIN,
1985). Além disso, o fluxo génico ¢ um dos fatores mais importantes na
formagdo da estrutura genética das populagoes (BURCZYK; DIFAZIO;
ADAMS, 2004). Longas distancias de fluxo génico tem o potencial de
homogeneizar as populagdes e reduzir a estrutura genética espacial local
(DICK et al., 2008). Contudo, o fluxo génico via pdlen ou sementes ¢é
um fendmeno altamente complexo e influenciado por muitos processos
ecologicos (ASHLEY, 2010).

Em populagdes de espécies florestais, a dispersdo limitada de
pélen e sementes tende a criar uma estrutura genética espacial (SGS),
que ¢ uma distribuicdo ndo aleatéria dos genoétipos dentro das
populagdes, onde o parentesco genético sera maior entre vizinhos mais
préximos do que mais distantes (VEKEMANS; HARDY, 2004).
Embora a SGS seja principalmente uma consequéncia dos padroes de
dispersdo de polen e sementes (LOISELLE et al., 1995), ha muitos
outros fatores que podem interagir e influenciar a SGS em fragmentos
florestais, como a densidade de adultos, sistema reprodutivo, historico
de colonizagdo e selegdo natural (VEKEMANS; HARDY, 2004; JONES
et al., 2000).

Estudos acerca do fluxo génico em plantas demonstram que o
fluxo de polen € o principal contribuinte do fluxo génico
comparativamente ao fluxo de sementes (LOVELESS; HAMRICK,
1984, NASON; HAMRICK, 1997; ELLSTRAND, 2014),
principalmente quando se trata de espécies florestais polinizadas pelo
vento (DYER; SORK, 2001; GRIVET; SMOUSE; SORK, 2005;
ROBLEDO-ARNUNCIO; GIL, 2005). Nesse contexto, fragmentos
florestais e arvores isoladas podem servir como importantes trampolins
para movimentacdo de alelos, favorecendo a conectividade e
aumentando a variabilidade da populagdo (CHASE et al., 1996; DICK,
2001; WHITE; BOSHIER; POWELL, 2002; LANDER; BOSHIER;
HARRIS, 2010; MEDINA-MACEDO et al., 2016). Deste modo, em
espécies dioicas polinizadas pelo vento, longas distancias de fluxo de
poélen podem impedir os impactos da fragmentagdo e isolamento
genético (KRAMER et al., 2008; LOWE et al., 2015). No entanto, o
fluxo génico pode ocorrer ao longo de largas escalas espaciais e as
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vizinhangas reprodutivas se estenderem além dos limites dos fragmentos
(ASHLEY, 2010).

A dispersdo por polen possui o potencial de transportar gametas
masculinos a longas distancias, contrapondo efeitos do “isolamento” de
genes em populagdes espacialmente isoladas (ENNOS, 1994). Assim, a
fragmentagdo pode até fazer com que o fluxo de polen atinja maiores
distancias, principalmente em espécies cujo vetor de polinizagdo € o
vento (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996a). Em alguns casos o fluxo
de polen é melhorado pela fragmentagdo, ao invés de ser inibido
(ASHLEY, 2010), pois, quando ha menos arvores proximas disponiveis,
como fontes de polen, a proporgdo de polen vindo de arvores distantes
(ndo relacionadas) aumenta e, consequentemente, a distancia média da
polinizacdo realizada sera maior (ROBLEDO-ARNUNCIO et al., 2004;
BACLES; ENNOS, 2008; WANG et al., 2010; VRANCKX et al,,
2014). Entretanto, esse aumento no fluxo génico ndo necessariamente
causa um aumento na diversidade genética ou reducao da endogamia se
somente um numero limitado de fontes de polen estiverem efetivamente
contribuindo para o pool génico (SORK et al., 2002).

Importantes avangos cientificos acerca do fluxo génico via pdlen
tem sido obtido (BURCZYK; DIFAZIO; ADAMS, 2004; SMOUSE;
SORK, 2004; ROBLEDO-ARNUNCIO; GIL, 2005; BITTENCOURT;
SEBBENN, 2007; BACLES; ENNOS, 2008; MEDINA-MACEDO et
al., 2015; BEZEMER et al., 2016; RAMOS et al., 2018), demonstrando
que fragmentos espacialmente “isolados” podem estar geneticamente
conectados. Além disso, pequenos fragmentos tendem a receber
proporcionalmente mais imigracao de pdlen do que fragmentos maiores,
por causa de uma escassez local de doadores de pdélen (SMOUSE;
SORK, 2004). Dessa forma, os padroes de fluxo de polen entre
fragmentos ndo sdo simétricos, pois o podlen ¢ preferencialmente
transferido de grandes para pequenos fragmentos do que vice-versa
(ELLSTRAND; ELAM, 1993; BACLES; ENNOS, 2008). Assim, o
tamanho da populagdo de origem pode ter um efeito igualmente
importante sobre o fluxo de polen (BACLES; ENNOS, 2008), bem
como a distancia entre populagcdes (ELLSTRAND; ELAM, 1993).

Adicionalmente, se uma propor¢do substancial de podlen ¢é
dispersa a curtas distincias, cruzamentos entre aparentados irdo ocorrer
inevitavelmente (BITTENCOURT; SEBBENN, 2009), podendo reduzir
a adaptabilidade da progénie devido a ocorréncia de depressdo por
endogamia (JONES et al., 2006). Desta forma, mesmo que pdlen em
quantidade suficiente chegue a uma arvore isolada para fecundar todos
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os ovulos potenciais, uma reducdo na diversidade da nuvem de pdlen,
devido a um menor numero de doadores de polen, pode reduzir a
adaptabilidade familiar ao permitir a fertilizagdo por autofecundacdo,
por aparentados ou por pais mal adaptados (ROCHA; AGUILAR,
2001).

Portanto, informagdes sobre distdncia de dispersdo de podlen e
SGS sdo cruciais no desenvolvimento de estratégias de conservagdo e
restauragdo de florestas (MEDINA-MACEDO et al.,, 2015). Assim
como, a informagdo do sistema reprodutivo é essencial para contribuir
com este esforco de conservagdo (PICANCO-RODRIGUES et al.,
2015). Além do mais, estratégias de conservacdo tendem a se tornar
mais complexas e dificeis de gerenciar a medida que os efeitos das
mudangas climaticas aceleram (JARVIS; LANE; HIJIMANS, 2008;
ALFARO et al., 2014).

Pequenas populagdes isoladas favorecem a realizagdo de estudos
sobre o sistema de cruzamento e dispersdo de pdlen, pois o reduzido
nimero de individuos presentes nos pequenos fragmentos,
potencialmente, permite discriminar as contribui¢des dos doadores de
polen e as taxas de imigracdo para a populacio (ROBLEDO-
ARNUNCIO; GIL, 2005). Dentro das populagdes, as analises de
paternidade podem revelar a variabilidade da contribuigdo paterna para a
proxima geragdo, bem como, o padrdo dos eventos reprodutivos (SORK
et al., 1999; JONES et al., 2010).

Meétodos baseados em analise de paternidade tém sido largamente
usados para caracterizar os padroes de dispersdo de polen em espécies
florestais (DOW; ASHLEY, 1996; ROBLEDO-ARNUNCIO; GIL,
2005; BURCZYK et al., 2006; BITTENCOURT; SEBBENN, 2007;
MORAES; SEBBENN, 2011; SANT’ANNA et al., 2013b; MEDINA-
MACEDO et al.,, 2015; BEZEMER et al., 2016), pois fornecem
estimativas precisas do efetivo fluxo de podlen e da distancia de
polinizacdo a partir da localizagdo dos pais potenciais dentro da
populagdo local (BURCZYK; DIFAZIO; ADAMS, 2004). Esse fluxo
pode ser observado nas sementes e nas plantas regenerantes, se a
localizagdo destes e todos os pais potenciais masculinos e femininos
dentro da populagdo local sdo conhecidos e analisados por marcadores
genéticos (BURCZYK; DIFAZIO; ADAMS, 2004). Os pais sdo
determinados por atribuicdo de maxima probabilidade de paternidade
(MEAGHER, 1986), devido a heranca codominante e o nivel elevado de
polimorfismo dos marcadores microssatélites (DOW; ASHLEY, 1996,
1998). Complementarmente, pela genotipagem de algumas centenas de
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sementes uma visdo detalhada da distribuicdo das distancias de
polinizagdo, direcdes e sucesso reprodutivo paterno emergem
(ASHLEY, 2010).

Estudos genéticos iniciais revelaram a existéncia de importante
variacdo genética entre distintas procedéncias de Araucaria angustifolia
(GURGEL; GURGEL FILHO, 1965; REITZ; KLEIN, 1966;
BALDANZI; ARAUJO, 1971; FAHLER; LUCCA, 1979; GURGEL
FILHO, 1979; MONTEIRO; SPELTZ, 1979; SHIMIZU; HIGA, 1979).
Mais tarde, a variagdo genética entre e dentro de populagdes foi também
verificada por marcadores alozimicos (SHIMIZU; JAEGER;
SOPCHAKI, 2000; SOUZA, 2000; AULER et al., 2002; MONTAGNA
et al.,, 2012; REIS et al, 2012). Posteriormente, também foram
conduzidos para a espécie, estudos acerca de caracteristicas da dispersao
do polen (SOUSA; HATTEMER, 2003), taxa de cruzamento (SOUSA
et al., 2005; MANTOVANI; MORELLATO; REIS, 2006), e estrutura
genética interna das populagdes (MANTOVANI; MORELLATO; REIS,
20006).

Analises da diversidade genética, considerando varias
popoulagdes, incluindo plantas adultas e regenerantes demonstram de
maneira geral uma diversidade genética moderada para espécie, mas
com uma tendéncia para a ocorrencia de indices de fixagdo
significativos (MONTAGNA et al., 2017; LAUTERJUNG et al., 2019).
Estudos envolvendo a genética da espécie tém sido utilizados para
demostrar efeitos da domesticacdo de paisagens com A. angustifolia
(REIS; LADIO; PERONI, 2014; LAUTERJUNG et al., 2018; REIS et
al.,, 2018; ZECHINI et al., 2018), bem como, analises do sistema
reprodutivo (FERREIRA et al., 2012; MEDINA-MACEDO et al.,
2016), fluxo génico histérico (STEFENON; GAILING; FINKELDEY,
2008; KLABUNDE, 2012; LAUTERJUNG et al, 2018) e
comtemporaneo (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; SANT’ANNA et
al., 2013b; COSTA et al., 2015; MEDINA-MACEDO et al., 2015). No
entanto, nenhum desses estudos demonstram variagdes anuais em suas
avaliagdes, as quais deveriam ser consideradas prioritarias nestes tipos
de estudos (LOWE et al., 2005), principalemnte em espécies longevas
como A. angustifolia. Estudos do sistema reprodutivo em multiplos anos
sd0 necessarios para desenvolver uma compreensao aprofundada de seu
impacto a longo prazo sobre a diversidade genética e a adaptabilidade
das populagdes (GERBER et al., 2014).

Em algumas espécies pode haver uma assimetria no sucesso
reprodutivo masculino, onde arvores que florescem mais cedo possuem
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uma maior participacdo como doadores de pdélen do que arvores com
florescimento mais tardio (GERARD et al., 2006). Em plantas de A.
angustifolia ja foi verificada uma varia¢do individual no tempo e na
intensidade de producdo de estruturas reprodutivas, indicando que, em
estagdes reprodutivas diferentes, algumas arvores tendem a produzir
mais estruturas reprodutivas do que outras (MANTOVANI;
MORELLATO; REIS, 2006).

Contudo, o estudo em apenas uma estagdo pode ndo capturar a
variabilidade temporal na troca de polen, especialmente em plantas
perenes onde o florescimento é desigual entre os anos (IRWIN et al.,
2003). Além deste tipo de variagdo, erros na analise dos genodtipos
devem ser levados em conta no calculo das estimativas de fluxo de
polen (POMPANON et al., 2005). Assim, inconsisténcias na analise de
gendtipos até mesmo entre plantas mie e progénies podem ocorrer
(BACLES; ENNOS, 2008), gerando, assim, estimativas imprecisas.
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2 CAPITULO I - ESTRUTURA GENETICA ESPACIAL E
VARIACAO TEMPORAL DO SISTEMA REPRODUTIVO E
DA DIVERSIDADE GENETICA EM COORTES DE
SEMENTES DE Araucaria angustifolia EM PAISAGENS DE
CAMPO

2.1 INTRODUCAO

Degradagdes de habitat por causas antropogénicas podem
promover mudangas em padrdes de cruzamentos e numerosos estudos
tém mostrado uma alta variabilidade em pardmetros reprodutivos, tais
como a taxa de cruzamento e a correlacdo de paternidade entre as
espécies (ECKERT et al., 2010). Alguns estudos sobre perda de habitats
e fragmentagdo alertam para que pesquisas futuras priorizem escalas
espaciais pequenas com o objetivo de avaliar a variagdo genética antes ¢
depois de distarbios, ou serem conduzidas ao longo de escalas
temporais, descrevendo principalmente variagdes temporais € sazonais
(LOWE et al.,, 2005). Outros estudos também recomendam que a
variagdo nos niveis de diversidade e estrutura genética e do sistema
reprodutivo em varias estacdes deveriam ser documentada (WARD et
al., 2005; QUESADA et al., 2013), visto que  variagdes  sazonais
significativas foram constatadas quando investigadas (ROCHA;
AGUILAR, 2001; IRWIN et al., 2003; ALBALADEIJO et al., 2009).

Variagdes nos sistemas de reproducdo e troca genética sdo
altamente dependentes do contexto historico da populagdo e refletem a
influéncia de diversos fatores ecolédgicos, tais como, heterogeneidade
ambiental, estrutura da vegetacao e tipo de vizinhanga local das plantas
da mesma espécie (GARCiA et al., 2005; DE-LUCAS et al., 2008;
NORA; APARICIO; ALBALADEJO, 2016). A influéncia da variagdo
anual tem implicacdes diretas em estratégias de conservacdo das
espécies, recomendagdo para coleta, programas de melhoramento,
restauracdo de areas e indicagdo de areas prioritarias a conservacao.

Sistemas de cruzamento e de dispersdo de genes tém sido
amplamente estudados, descrevendo a variagdo existente na taxa de
cruzamento entre diferentes populacdes da mesma espécie (LOWE et
al., 2005), no entanto, poucos estudos t€ém descrito a variagdo ano a ano
na taxa de cruzamento para uma mesma populagdo (IRWIN et al., 2003;
DA SILVA CARNEIRO et al., 2007; BRAGA; COLLEVATTI, 2011;
QUESADA et al, 2013). Outros estudos tém mostrado variacao
substancial entre anos, também para correlagio de paternidade
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(ROCHA; AGUILAR, 2001; MANOEL et al., 2015) e composi¢ao de
polen (IRWIN et al., 2003; BRAGA; COLLEVATTIL 2011)

Em plantas perenes, o estudo de uma simples estacdo pode
fornecer uma caracterizagdo geracional limitada dos padrdes de
cruzamento (IRWIN et al., 2003). Padrdes do sistema reprodutivo e de
fluxo génico em espécies florestais longevas, como a Araucaria
angustifolia, sdo determinantes da dindmica de recombinagdo genética
de uma popula¢do reprodutiva para sua populag¢do descendente, afetando
a diversidade genética dentro das familias, taxas de cruzamento e
cruzamento entre individuos aparentados (SEBBENN, 2006; SEBBENN
et al., 2011). Além disso, a existéncia de cruzamentos entre individuos
aparentados ¢ atribuida a existéncia de uma estrutura genética espacial
interna na populacdo (MEDINA-MACEDO et al., 2016). Dessa forma,
por se tratar de uma espécie ameacgada de extingdo (THOMAS, 2013) e
extremamente importante, entender os mecanismos reprodutivos e trocas
genéticas ao longo dos anos da A. angustifolia se torna prioritario para
subsidiar programas de conservacao e uso consciente de seus recursos.

Com isso, o objetivo deste estudo foi descrever a variagdo nos
niveis de diversidade e estrutura genética e do sistema reprodutivo de
populagdes adultas e coortes de sementes de Araucaria angustifolia,
com ocorréncia em ambientes de campo, comparando trés diferentes
anos e dois locais. Além disso, o estudo teve por objetivo verificar a
estrutura genética interna das populacdes adultas de ambos os locais.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Areas de estudo

O presente estudo foi realizado em duas areas localizadas ao sul
do Brasil, especificamente na regido do planalto serrano do estado de
Santa Catarina. A primeira area de estudo pertence a uma propriedade
particular denominada Fazenda Santa Rita (FSR), que se encontra entre
as latitudes 28°01°54°” e 28°03°12°° S, longitudes 50°17°12”° e
50°17°34’ O, e com altitude média de 1040 m acima do nivel do mar. A
FSR pertence a uma microrregido dentro do municipio de Lages
denominada de Coxilha Rica, e distancia-se ao sul, cerca de 30 km do
centro urbano do municipio.

A segunda area esta situada na Fazenda Experimental do Centro
de Ciéncias Agroveterinarias da Universidade do Estado de Santa
Catarina (FECAV), e se encontra entre as latitudes 27°44°37° e
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27°44°60” S e longitudes 50°04°10°” e 50°04°10”> O. A FECAV possui
uma altitude média de 900 m, e distancia-se, em direcdo Leste, cerca de
25 km do centro urbano do municipio de Lages e cerca de 30 km da
FSR (Figura 1).
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Figura 1 — Mapa de localizagdo das areas FSR e FECAV, contendo as
populacdes as populacdes estudadas de Araucaria angustifolia, presentes no
municipio de Lages, Santa Catarina, Brasil.

As areas estdo inseridas na fitofisionomia Floresta Ombroéfila
Mista, também conhecida como Floresta com Araucaria. A vegetagdo da
regido intercala-se na paisagem de campos naturais, onde fragmentos de
floresta ocorrem na forma de pequenos capdes em meio a vegetacao
campestre ¢ ao longo de rios e encostas (KLEIN, 1978; MATTOS,
2011). Essa vegetacdo, inicialmente chamada de “pinhais”, ¢
caracterizada por agrupamentos de mata em manchas, com maiores
concentragdes ao longo de rios, vales e encostas, enquanto nos terrenos
ondulados predominam os campos com capdes de mata (REITZ;
KLEIN; REIS, 1978). O clima da regido é temperado humido, do tipo
Cfb Koppen, com chuvas bem distribuidas durante todo o ano,
precipitacdo anual até 3500 mm, sem estacdo seca definida, verdes
quentes apresentado temperatura média do ar no més mais quente maior



50

do que 22°C (ALVARES et al., 2013), com ocorréncia de geada nas
épocas mais frias do ano.

Na década de 1970, as areas de floresta da FSR passaram por
exploragdo com corte principlamente de plantas de A. Angustifolia e
Pdocarpus lambertii, para uso madeireiro, segundo informagdes do
proprietario (J.A.R.R., comunica¢do pessoal, 2013). Atualmente, na
paisagem ocorrem areas de mata, pequenos capdes e também arvores
isoladas em meio a vegetagdo predominante de campo, na qual ¢ feito
manejo por rogadas para pastagem rotativa de bovinos, pratica comum
na regido. Grande parte da populacdo adulta de dentro da parcela séo
plantas reprodutivas jovens, ao consirar a longevidade da espécie e sdo
resultantes do processo de exploragdo do passado. No entanto, cabe
ressaltar que na paisagem de entorno da parcela de estudo existe um
remanescente florestal contendo altas densidades de arvores de A.
Angutifolia, tipico de florestas com Araucaria (Figura 2).

A FECAYV possui historico de uso com bovinocultura extensiva,
com poucas informacdes disponiveis sobre processos de exploragdo
madeireira, no entanto, por ser uma pratica comum na regido, ¢ provavel
que isso ocorreu no passado. Apos a aquisicdo em 2011, parte de suas
areas de campo foram destinadas a agricultura mecanizada, e areas de
mata destinadas a conservagdo. Assim como a FSR, a FECAV também
possui seus remanescentes de mata e algumas arvores isoladas em meio
a vegetagio predominante de campo. E possivel notar que areas de mata
e plantios florestais sdo mais comuns na paisagem onde esta inserida a
FECAYV do que na paisagem onde se encontra a FSR (Figura 3).



Figura 2 - Imagem aérea da paisagem da Fazenda Santa Rita (FSR) com
destaque (circulo branco) para a parcela de estudo, contendo as plantas
amostradas de Araucaria angustifolia, regiao da Coxilha Rica, Lages - SC.

A

Fonte: Google Earth (modificado, 2016). Legenda: simbolos amarelos
representam as plantas de Araucdria angustifolia e simbolos vermelhos
representam as plantas-maes utilizadas para coleta de sementes.
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Figura 3 - Imagem aérea da paisagem da Fazenda Experimental do Centro de
Ciéncias Agroveterinarias (FECAV) com destaque (retdngulo vermelho) para a
parcela de estudo, , contendo as plantas amostradas de Araucaria angustifolia,
Lages - SC.

\ PR R
Fonte: Google Earth (modificado, 2016). Legenda: simbolos amarelos

representas as plantas de Araucaria angustifolia e simbolos vermelhos
representam as plantas-maes utilizadas para coleta de sementes.

2.2.2  Estrutura demogrifica e distribuicio espacial

Na area FSR foi instalada uma parcela circular com
aproximadamente 43 ha, sendo que no interior da parcela ha um agude
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que ocupa 5,8 ha. Desta forma, para efeitos de densidade de individuos
considerou-se uma area efetiva de 37,2 ha. O levantamento demografico
realizado no interior da parcela abrangeu todas as arvores de Araucaria
angustifolia com CAP (Circunferéncia a Altura do Peito) acima de 30
cm. Na area da FECAV, o levantamento demografico foi realizado em
uma parcela retangular de 2 ha (100 x 200 m), na qual todos plantas de
A. angustifolia foram avaliados, com o mesmo critério de inclusdo da
area anterior.

No levantamento demografico as arvores foram georreferenciadas
com auxilio de um GPS de navegagdo, mensuradas quanto ao CAP e
identificadas com placa de aluminio. Além disso, foi realizada a
sexagem das plantas, com auxilio de um binéculo, tomando-se por base
a presenca das estruturas reprodutivas microstrobilo (machos) e
megastrobilo (fémeas), em eventos reprodutivos distintos (2015 e 2017).
Na auséncia de estrutura reprodutiva visivel, as arvores foram
consideradas como indeterminadas quanto ao sexo. Apds o
levantamento demografico, foram determinados o nimero de arvores
por hectare e a propor¢do de arvores masculinas e femininas.

A partir da posi¢cdo de cada planta, foi elaborada uma matriz de
distancias entre os pares de plantas reprodutivas masculinas e femininas,
que corresponde as distancias potenciais de ocorréncia de cruzamentos.
A analise do padrio de distribuicdo espacial foi verificada pela
estatistica K de Ripley (RIPLEY, 1976), calculada em func¢do das
distancias entre pares de plantas (d). Para visualizagdo dos resultados, a
fungdo K(d) foi transformada para fun¢do L(d) (RIPLEY, 1979), e
plotada para as diferentes classes de distdncia analisadas. Para
determinacdo do padrio espacial foram plotados os valores do intervalo
de confianca a 95%, para completa aleatoriedade espacial, estimados
usando 1000 simulagdes Monte Carlo, respectivos as distancias
analisadas. Essas analises foram computadas no programa PAST 3.0
(HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

2.2.3 Coleta e conservacio do material genético

Nas analises genéticas da populagdo adulta (machos, fémeas e
indeterminados) foram utilizadas amostras de aciculas, de todos as
plantas (com CAP > 30 cm) existentes dentro das parcelas, coletadas
com auxilio de um estilingue. Cada amostra foi individualmente
armazenada de maneira adequada para garantir a eficacia das andlises
posteriores do DNA. A coleta das sementes foi feita por escalada e
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retirada das pinhas diretamente da planta mae. Na FSR isso foi feito em
16 plantas mae durante o ano de 2015, e em 18 plantas mae (incluindo
as 16 do ano anterior) nos anos de 2016 ¢ 2017. Na FECAV foram
coletadas sementes em um unico evento reprodutivo, de 12 plantas mae
no ano de 2017.

Sempre que possivel eram coletadas cinco pinhas de cada planta
mae, mas, em 2015, houve um caso que a planta mae apresentou apenas
trés pinhas e outros dois casos em que as plantas mae apresentaram
apenas quatro pinhas. No ano de 2017, na FSR, houveram trés casos em
que soO foi possivel coletar duas, trés e quatro pinhas, respectivamente,
para cada planta mae; ja para FECAV, houveram trés casos em que
apenas quatro pinhas foram coletadas. Nas coletas dos anos de 2016 ¢
2017 (nas duas areas) foi registrada a orientagdo geografica de cada uma
das pinhas coletadas. Apds cada coleta, as pinhas foram armazenadas
individualmente até o processamento, que envolveu a pesagem da pinha,
contagem dos pinhdes e pesagem dos pinhdes. Posteriormente, 25
pinhdes foram aleatoriamente tomados de cada pinha para formar a
amostra destinada a realizagdo das analises genéticas. Essas sementes
compuseram as coortes de sementes, dos anos de 2015, 2016 ¢ 2017 da
area FSR e a coorte de 2017 da area FECAV. O armazenamento
adequado de todo material coletado foi realizado no Laboratdrio de
Genética do IMEGEM (Instituto de Melhoramento e Genética
Molecular), da Universidade do Estado de Santa Catarina - UDESC. As
coortes de sementes serdo denominadas daqui para frente com prefixo
“Se” seguido dos ultimos digitos do ano de coleta (e.g. Sel5, Sel6 e
Sel7). Para diferenciagdo dos locais avaliados sera utilizado a sigla de
cada local ap6s a denominacdo de cada populagdo/coorte (e.g. Sel7
FECAYV, denominagdo da coorte de sementes do ano de 2017 para area
FECAYV). Da mesma forma, para diferenciacdo das populagdes de
adultos das duas areas avaliadas, sera utilizada, a denominacdo com o
prefixo “Ad”, seguido da sigla de cada area, ou seja, Ad FSR e Ad
FECAV. No caso de comparagdes entre populagoes de adultos e coortes
de sementes sera utilizado a denominagdo comparacdo entre geragdes.

2.24 Extracio e amplificacdo do DNA

O procedimento utilizado para extragdo do DNA das aciculas e
também do embrido, obtido das sementes, foi o método CTAB
(Brometo de Cetil Trimetil Amonio) de acordo com o protocolo de
extragdo proposto por Doyle e Doyle (1990). Apoés a extragdo a
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qualidade e a quantidade do DNA das amostras foram analisadas em
espectrofotdmetro Nanodrop 2000® (Thermo Scientific) e diluidas para
uma concentra¢do padrio de 10 ng.uL!.

Nas reagdes de amplificagdo via PCR (Rea¢do em Cadeia da
Polimerase) foram utilizados 12 locos microssatélites (Tabela 1),
otimizados em trés as reagdes multiplex (A, B e C). No processo de
otimizacdo também foram testados os marcadores AangO1, Aang07,
Aang27, Aang47 (SCHMIDT et al., 2007), ¢ Ag62 (SALGUEIRO et al.,
2005), porém estes foram descartados por ndo possuir uma
reprodutibilidade fiel dos resultados gerados. As reacdes foram
realizadas com o Multiplex PCR Kit da QIAGEN (Qiagen Inc.,
Valencia, CA), seguindo as recomendagdes do fabricante. Porém, com
cada reacdo ajustada para um volume final de 6.2 pL. A ciclagem foi
realizada em um termociclador Veriti 96 well Thermal Cycler, segundo
as condi¢des recomendadas pelo fabricante (Qiagen Inc., Valencia, CA).
Esses procedimentos foram realizados no Laboratério de Genética do
IMEGEM da UDESC.

Tabela 1 - Caracteristicas das reacdes de amplificacdo de DNA para 12
marcadores microssatélites (SSR) usados na caracterizagdo genética em
Araucaria angustifolia.

Reacio Sequéncia

Loco multiplex Dye* mofive T° C Autores

Ago4 A 6-FAM (TO)12 60 (SALGUEIRO et al., 2005)
CRCAcl A 6-FAM (GA)19 60 (scgg;l{s&%gglgm;

Ag23 A 6FAM  (TA)S(GT) 60 (SALGUEIRO et al., 2005)
CRCAC2 A VIC (GAY3 60 (ch&l{sg%f)gm ;

Agds B 6FAM  (GTHATGTY 56 (SALGUEIRO et al., 2005)
Aangl5 B 6-FAM (GA)19 56 (SCHMIDT et al., 2007)
Aang24 B NED (€T 56 (SCHMIDT et al., 2007)

Ag20 B NED @GA)12 56 (SALGUEIRO et al., 2005)
Aang28 C 6-FAM €l 58 (SCHMIDT et al., 2007)
Aang22 C 6-FAM (GA)10 58 (SCHMIDT et al., 2007)

AgS6 c NED (TO)I1 58 (SALGUEIRO et al., 2005)
Aangl4 C PET (GAY27 58 (SCHMIDT et al., 2007)

*Marcagao fluorescente do iniciador microssatélite; T° C: Temperatura de
anelamento do iniciador, em graus Célsius
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2.2.5 Genotipagem

A reacdo de genotipagem de cada amostra amplificada continha
1,2 uL de produto amplificado, 0,3 uL de GS600 LIZ® e 8,7 uL de
formamida HI-DI™, Para leitura das amostras foi realizada eletroforese
capilar em um Sequenciador Automatico ABI3500 Genetic Analyser
(Applied Biosystems) no Laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento
e Genética Vegetal (LFDGV) da Universidade Federal de Santa
Catariana - UFSC. Os alelos de cada amostra foram entdo determinados
de acordo com o tamanho em pares de bases, a partir da interpretacao
dos eletroferogramas gerados no software GeneMapper® (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Apds a genotipagem foi realizada
uma checagem dos alelos de cada amostra analisada com o auxilio do
programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012).

2.2.6  Estrutura genética espacial (SGS)

A distribuigdo espacial dos genoétipos foi analisada, em ambas as
areas, para toda populagdo adulta (incluindo machos, fémeas e
indeterminados) e individualmente para machos e fémeas, utilizando a
estimativa do coeficiente de coancestria entre pares de arvores (Bxy),
proposto por J. Nason e descrito por Loiselle et al., (1995). O
coeficiente Oy, ¢ a extensdo da similaridade entre os individuos x e vy,
relativo a similaridade genética média entre dois individuos aleatorios
da amostra (HARDY; VEKEMANS, 2002). Este coeficiente é definido
para cada k-ésimo alelo do I-ésimo loco em cada par de individuos x e

Y1 k= i) (Pyi— ﬁlk)] 1 ~
21 Xk Pue(1—Pik) + [Zl (2711—1)]' Onde Pxik © Pyl Sd0

as frequéncias do alelo k no loco 1 no individuo x e y, respectivamente
(assumindo valores de 0 para alelos alternativos; 0,5 para heterozigotos;
e 1 em individuos homozigotos para o alelo em consideracdo), py; € a
frequéncia média do alelo k no loco 1 na populagdo amostrada; n; ¢é o
numero de alelos existentes no loco 1.

Para a visualizagdo da estrutura genética espacial os valores de
fxy foram calculados para a média de pares de individuos dentro de 14
classes de distancia (50, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700) para FSR e nove classes de distancia (25, 50, 75,
100, 125, 150, 175, 200, 225) para FECAV. A significancia dos valores
de Bxy de cada classe foram testados pelo intervalo de confianga a 95%
de probabilidade usando 10.000 permutagdes entre individuos. Com os
valores das classes de distancia, intervalos de confianca e os valores

y, como: Bxy =
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médios foi plotado um correlograma. Essas analises foram realizadas
utilizando o programa SPAGEDI versdo 1.3 (HARDY; VEKEMANS
2002).

2.2.7 Diversidade e estrutura genética

A diversidade genética para populagdo adulta e para as coortes
(sementes) foi caracterizada pelo niimero de alelos por loco (A), nimero
de alelos efetivos (Ae), indice de informagdo de Shannon (I), calculados
por I = -1* Sum [pi * Ln (pi)], riqueza alélica (R), heterozigosidade
observada (Ho), e heterozigosidade esperada em equilibrio de Hardy-
Weinberg (He). Esses indices e também os alelos exclusivos e raros
(alelos com frequéncia menor que 0,05) foram estimados com auxilio do
programa GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012). A fim de investigar
diferengas nos indices de diversidade genética calculados, foi utilizado o
intervalo de confianga (IC) para a média, a 95% de confianga. Os ICs
superior e inferior para os indices A, Ae, I ¢ R foram calculados pela
expressdo IC = Y+ t(4=005*EP, onde EP ¢ o erro padrdo da média entre
os locos. Os ICs para os indices Ho e He foram calculados por
reamostragem bootstrap entre plantas, computados no programa R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015), utilizando os seguintes pacotes
e fun¢des: PopGenKit::bootstrapHet (PAQUETTE, 2012). Os indices de
fixagcdo foram estimados pelos valores de f, calculados pela expressdo
f =1-(H,/H,) (NEI, 1978), com significAncia obtida por intervalos
de confianga (95%) calculados por reamostragem bootstrap, com auxilio
do programa FSTAT versao 2.9.3.2 (GOUDET, 2001).

As estatisticas F de Wright foram estimadas pelos coeficientes
de coancestralidade de Weir e Cockerham (1984) e utilizadas para
avaliar um possivel efeito de estruturacao na populacao adulta e também
nas coortes de sementes. As estatisticas F incluem o indice de fixac¢do da
populagdo total (Fit), o indice de fixa¢do dentro das subpopulagdes
locais (Fis) e entre as subdivisdes das populagdes (Fst). Os valores
médios foram gerados por reamostragem Jackknife entre locos, com
significancia obtida por intervalos de confianga (95%) calculados por
bootstrap, geradas com auxilio do programa FSTAT versdo 2.9.3.2
(GOUDET, 2001).
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2.2.8 Sistema reprodutivo

O sistema reprodutivo foi analisado com base nos genétipos das
plantas mae e coortes de sementes (familias) nas areas FSR (2015, 2016
e 2017) e FECAV (2017), a partir do modelo de cruzamento misto e o
modelo de cruzamento correlacionado, implementado no software
Multilocos MLTR versdo 3.1 (RITLAND, 2002). Foram estimadas a
taxa de cruzamento multilocos (£,,,), taxa de cruzamento unilocos (),
taxa de cruzamento entre individuos aparentados (£,,,-£5), correlagio de
autofecundagdo (7;) e correlagdo de paternidade (,) € o coeficiente de
endogamia materno (F,,). O erro padrdo das estimativas e o intervalo de
confianga a 95% foi calculado por reamostragens bootstrap com 1000
permutagdes entre individuos dentro de familias.

A vpartir dos resultados do sistema reprodutivo foram
determinados outras estimativas como o nimero efetivo de doadores de
polen Ny, baseado na correlagdo de paternidade (Nep = 1/7,) (RITLAND,
1989). A proporcao de parentesco dentro das familias foi determinada
pela propor¢do média de meios-irmdos (Pns) e irmaos-completos (Pg)
estimados como: Py = £,,,2 (1-7,) e Pr = &2 7,. Adicionalmente, foi
determinado o coeficiente de coancestria entre plantas 6 dentro de
progénies, que para espécies diploides, corresponde a metade do
coeficiente de correlagio entre plantas dentro de progénies (6 = Tyx/2)
(LYNCH; WALSH, 1998), que por sua vez ¢ calculado pela expressao
Ty = 0,25 (14 F,) [48+ (B + S Enf) (14 7)) (RITLAND,
1989), em que E,, é o coeficiente de endogamia na geracio parental e §
¢ a estimativa da taxa de autofecundagdo.

Com base na correlagdo de paternidade, o coeficiente médio de
coancestria dentro das familias @Xy foi calculado como ® = 0.125(1 +
F'p)(l + #,), onde F'p ¢ o indice de fixacdo na geiagﬁo paterna (SOUSA
et al., 2005). Em termos praticos o valor de 0, representa quantos
individuos diferentes uma dada planta-mae pode representar. Para
determinar a estrutura genética dentro de cada familia o tamanho efetivo
da varidncia foi estimado como: Ne(v): 0.5/{0[(n—=1)/n]+ (1 +
F,)/2n}, onde n é o tamanho da amostra e F, ¢ o coeficiente de
endogamia (COCKERHAM, 1969). O niimero de arvores plantas mae
doadoras de sementes necessario para reter um tamanho efetivo de uma
populagdo referéncia (N.s) de 150 (LACERDA et al., 2012), foi
calculado segundo (SEBBENN, 2002, 2006), como sendo: m =
Ne@/Ne().
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Estrutura populacional

O levantamento realizado na area FECAV encontrou 68 plantas
de A. angustifolia, sendo 26 fémeas, 19 machos e 23 indeterminados
(plantas sem estrutura reprodutiva visivel), com uma densidade de 34
individuos por hectare. A propor¢do encontrada de machos e fémeas foi
de 1:1,36, ndo diferente da proporg¢ao 1:1 (x> = 1,09; p = 0,297). A
distancia média entre todos os pares de plantas foi de 67 m, com minima
de um metro ¢ maxima de 213 m.

Na area FSR a densidade encontrada foi de 4,9 individuos por ha,
com numero total de plantas de 181, sendo 63 fémeas, 64 machos e 53
indeterminados. Em uma tnica arvore foi verificado a presenga de
monoicia (estruturas masculina e feminina na mesma planta). A
proporcao encontrada de machos e fémeas foi de 1:1,032, também ndo
diferente da propor¢do 1:1 (¥* = 0,891; p = 0,929). As distancias entre
todos os pares de plantas tém como média 304 m, minima de 0,5 e
maxima de 692 m.

A anélise do padrao espacial da populacdo adulta pela estatistica
K de Ripley, em ambas as areas, revelou um padrio de distribuicdo
agregado em todas as distancias analisadas (Figura 4).
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Figura 4 - Anélise do padrdo de distribui¢do espacial das plantas de Araucaria
angustifolia, em duas paisagens de campo, nas areas FSR e FECAV, no
municipio de Lages-SC. Linha em preto sdo valores da estatistica L(d),
calculada pela func¢do K de Ripley. Linhas em vermelho representam o envelope
do intervalo de confianga a 95%. Pontos representam a disposi¢@o das plantas
no espago, para cada area.
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Fonte: Produg¢do do proprio autor.
2.3.2 Diversidade e estrutura genética
2.3.2.1  Analises por classe das populagdes de adultos

A diversidade genética avaliada conforme as classes de adultos
(fémeas, machos e indeterminados) de ambos os locais avaliados,
revelou um total de 143 alelos, com minimo de trés (Crcal) e maximo
de 31 (Aangl5) alelos por loco. Em geral, a comparagdo dos indices
para populacdo adulta demonstrou ndo haver diferencgas significativas
entre classes de ambas as areas avaliadas (Tabela 2). Quanto ao indice



61

de fixacdo (f) foram verificados valores significativamente diferentes de
zero para todas as classes avaliadas, exceto para fémeas da area FSR.

Tabela 2: Valores médios dos indices de diversidade genética para nimero de
alelos (A), nimero de alelos efetivos (Ae), indice de informagdo de Shannon (1),
riqueza alélica (baseada em 18 plantas) (R), Heterozigosidade observada (Ho),
Heterozigosidade esperada (He) e indice de fixacdo (f) em duas populagdes de
Araucaria angustifolia, em paisagem de campo, no municipio de Lages-SC.

Estimativa Populagio/classe
FSR/fémeas FSR/machos FSR/indeterminados
N 62 - 64 - 53 -
A 9,8 [6,6 - 13,0] 9,8 [6,9 - 12,7] 9,7 [6,7 - 12,6]
Ae 5,5 [3,6-7,4] 5,5 [3,7-17,3] 5,6 [3,5-7,7]
1 1,7 [1,3-2,1] 1,723 [1,3-2,1] 1,7 [1,3-2,1]
R 7,6 [5,5-9,6] 7,5 [5,5-9,5] 7,6 [5,6 - 9,6]
Ho 0,714 [0,686 - 0,744] 0,710 [0,679 - 0,735] 0,708 [0,680 - 0,740]
He 0,728 [0,699 - 0,731] 0,730 [0,704 - 0,736] 0,734 [0,704 - 0,732]
f 0,015 - 0,023* - 0,027* -
FECAV/fémeas FECAV/machos FECAV/indeterminados
N 26 - 19 - 23 -
A 8,3 [5,9 - 10,7] 7,1 [5,1-8,9] 7,8 [5,6 - 10,1]
Ae 4,6 [3,2-6,1] 4,6 [3,3-5,9] 4,1 [2,9-5,3]
1 1,6 [1,2-1,9] 1,5 [1,2-1,9] 1,5 [1,1-1,8]
R 7,2 [5,2-9,3] 6,9 [5,1-8,8] 6,9 [5,0 - 8,8]
Ho 0,651 [0,581 - 0,716] 0,640 [0,554 - 0,681] 0,616 [0,559 - 0,706]
He 0,689 [0,61 - 0,698] 0,695 [0,576 - 0,683] 0,663 [0,610 - 0,689]
f 0,023* 0,049* 0,061*

Intervalos de Confianga (95%) inferior e superior entre colchetes.
*significativamente diferente de zero.

Foram verificados indices de fixagdo significativos dentro das
subdivisdes das populagdes (Fis) e na populagdo total (Fir) de acordo
com as classes de adultos da area FSR. Para area FECAV o padrio
encontrado foi diferente, com indices de fixacdo (Fis e Fir) ndo
significativos. Para ambas as areas o valor de Fsr ndo foi significativo,
indicando ndo haver divergéncia genética entre as classes de cada area
(Tabela 3).
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Tabela 3 - Estatisticas F de Wright, calculadas para diferentes classes de plantas
reprodutivas de duas populagdes adultas de Araucaria angustifolia, em
paisagem de campo, no municipio de Lages - SC.

Area N Fis

Fir

Fst

FSR 178 0,027%  [0,002 - 0,056]

FECAV 67 0,071  [-0,004 - 0,155]

Geral 245 0,039  [0,010 -0,073]

[0,002 - 0,056]

[-0,004 - 0,155]

[0,025 — 0,087]

0,001  [-0,002 - 0,002]
20,002 [-0,007 - 0,004]
0,015  [0,009—0,021]

Intervalo de confianca (95%) apresentado entre colchetes.

A presenca de alelos exclusivos foi verificada em todas as classes
de acordo com a sexagem da populagdo adulta. Um total de 22 alelos
exclusivos foram verificados (Tabela 4). Todos os alelos exclusivos
apresentaram frequéncia menor do que 0,05 e podem ser classificados

também como alelos raros.

Tabela 4: Frequéncia de alelos exclusivos para locos microssatélites em relagdo
as classes de plantas adultas de Araucaria angustifolia inseridas em paisagem

de campo, no municipio de Lages -SC.

Area Classe Loco Alelo Frequéncia
fémeas Ag94 171 0.008
fémeas Aangl5 247 0.008
fémeas Aangl5 253 0.008
fémeas Aang24 200 0.008
fémeas Ag20 254 0.008
indeterminados Ag23 248 0.010
FSR indeterminados Aangl5s 255 0.010
indeterminados Ag20 252 0.010
machos Ag23 272 0.008
machos CrCac2 204 0.008
machos Aangl5 249 0.008
machos Aang24 202 0.008
machos Ag20 248 0.016
fémeas Aangl5 261 0.019
indeterminados Ag56 152 0.022
indeterminados Ag94 147 0.022
indeterminados Ag23 242 0.022
FECAV indeterminados Ag23 252 0.022
indeterminados Aangl5 267 0.022
indeterminados Aang24 178 0.043
indeterminados Ag20 249 0.022
machos Aang28 168 0.028
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2.3.2.2  Analises entre geragdes, anos ¢ locais

Os indices de diversidade observados para populagdes de adultos
e coortes de sementes, de maneira geral, foram semelhantes. Diferengas
significativas entre geragdes (adultos vs coortes de sementes) foram
constatadas para os indices Ho ¢ He, com maiores valores encontrados
na populacdo de adultos da area FSR, exceto na comparacdo desta com
as sementes da coorte de 2016, onde ndo houve diferenca significativa.
Indices de fixagdo significativos foram verificados para todas as
situagdes analisadas (Tabela 5).

A comparagdo entre os anos para as coortes de sementes
demonstrou que ndo houve diferenga significativa para os indices de
diversidade genética avaliados. No entanto, a comparagdo entre locais
(analise espacial) revelou maiores indices de Ho e He para a populagéo
de adultos da area FSR, comparativamente a area FECAYV (Tabela 5).

Tabela 5: Valores médios e intervalos de confianga (entre colchetes) dos indices
de diversidade genética para nimero de alelos (A), nimero de alelos efetivos
(Ae), indice de informagdo de Shannon (I), riqueza alélica (baseada em 67
plantas) (R), Heterozigosidade observada (Ho), Heterozigosidade esperada (He)
e indice de fixagdo (f) em duas populagdes adultas e quatro coortes de sementes
de Araucaria angustifolia, em paisagem de campo, no municipio de Lages-SC.

Estimativa Ad FSR Sel5 FSR Sel6 FSR
N 178 399 443
A 11,0 [7.4 - 14,5] 12,1 [8,6 - 15,6] 11,333 [7,8 - 14,7]
Ae 57 [3,7-7,711 53 [3,4-73] 5,604 [3,4-7,7]

1 1,7 [1,4-2,1] 1,7 [1,4-2,1] 1,714 [1,3-2,1]
R 9,7 [6,6 - 12,8] 9,5 [6,6 - 12,5] 9,552 [6,5-12,6]
Hof 0,711 [0,695 - 0,729] 0,682 [0,670 - 0,694] 0,673 [0,661 - 0,682]
Het 0,729 [0,718 - 0,736] 0,703 [0,694 - 0,710] 0,713 [0,706 - 0,719]

f 0,027* 0,031* 0,058*
Sel7 FSR Ad FECAV Sel7 FECAV
N 440 67 289
A 12,0 [8,4 - 15,6] 9,9 [7,0 - 12,8] 11,3 [7,7 - 14,9]
Ae 55 [3,4-7,6] 4,7 [3,2-6,2] 5,4 [3,5-7.1]

1 1,6 [1,3-2,1] 1,6 [1,2-2,0] 1,7 [1,2-2,1]
R 9,5 [6,2-12,1] 9,7 [6,8 -12,7] 9,1 [6,6 - 12,8]
Hof 0,670 [0,657 - 0,679] 0,638 [0,592 - 0,678] 0,669 [0,641 - 0,671]
Het 0,710 [0,701 - 0,713] 0,681 [0,641 - 0,697] 0,701 [0,691 - 0,708]

f 0,057* 0,070* 0,066*

Intervalos de Confianga (95%) inferior e superior entre colchetes. *Valores
significativamente diferentes de zero.
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No total foram encontrados 170 alelos diferentes, para os 12
locos analisados, sendo que 168 deles estavam presentes nas coortes de
sementes, as quais apresentaram um maior numero de alelos exclusivos
comparativamente a populagdo de adultos de ambas as areas analisadas
(Tabela 6). Um total de 18 alelos exclusivos foram verificados na area
FSR e dois na area FECAV. Todos os alelos exclusivos apresentaram
frequéncia menor do que 0,05 e podem ser classificados também como
alelos raros.

Tabela 6: Frequéncia de alelos exclusivos para locos microssatélites em relagdo
em populagdes de adultos e coortes de sementes de Araucaria angustifolia
inseridas em paisagem de campo, no municipio de Lages - SC.

Area Populagio/coote Loco Alelo Frequéncia
indeterminados Ag23 248 0,009
machos Crca2 204 0,008
Sel5 Aang22 246 0,004
Sel5 Aangl4 227 0,004
Sel5 Aangl4 231 0,001
Sel5 Aang24 174 0,001
Sel5 Aang24 176 0,003
Sel5 Ag20 234 0,001
Sel6 Crca2 176 0,001
FSR
Sel6 Aangl5 263 0,001
Sel6 Aang24 214 0,001
Sel7 Aang28 164 0,001
Sel7 Ag94 175 0,002
Sel7 Crecal 202 0,002
Sel7 Crca2 208 0,001
Sel7 Aang24 206 0,001
Sel7 Aang24 210 0,001
Sel7 Ag20 253 0,001
FECAV Sel7 Aang22 212 0,002
Sel7 Ag20 233 0,002

Foi verificada a presenga de estruturagdo genética significativa
entre a populacdo de adultos e as coortes de sementes, da area FSR e
também para FECAYV, de acordo com as analises das estatisticas F de
Wright. Indices de fixagio para populagio total e dentro das populagdes
foram significativos para ambas areas. No entanto, foi verificada
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divergéncia genética significativa apenas entre a populagdo adulta e as
coortes de sementes para area FSR (Tabela 7).

Tabela 7 - Estatisticas F de Wright calculadas para populagao de adultos e
coortes de sementes de Araucaria angustifolia, em duas areas de campo, no
municipio de Lages - SC.

Area N Fis Fir Fsr

FSR 1460  0,046*  [0,019-0,081]  0,048* [0,02 - 0,083] 0,002* [0,001 - 0,002]
FECAV 356  0,066* [0,010-0,137]  0,034*  [0,011-0,138] 0,001 [-0,001 - 0,003]

Geral 1816  0,050*  [0,020-0,087]  0,064*  [0,034-0,101] 0,014* [0,010 - 0,019]

Intervalos de confianga (95%) inferior e superior apresentado entre colchetes.

De maneira geral, divergéncias genéticas foram verificadas pelos
valores de Fsr par a par nas avaliagdes feitas entre os anos na area FSR.
Foram também verificadas divergéncias genéticas entre as areas FSR e
FECAV, tanto na comparacdo feitas entre as classes de adultos quanto
na comparagdo entre as coortes de sementes. Para grande parte dos casos
(i.e. sete dos nove casos testados) na area FSR e para todos os casos
analisados na area FECAV ndo houveram divergéncias genéticas entre
geragdes.
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Tabela 8 — Valores de divergéncia genética (Fsr) par a par por classe de adultos
ou coorte de sementes de Araucaria angustifolia avaliados em duas areas em
paisagem de campo (FSR e FECAV), no municipio de Lages - SC.

Classe/coorte amostrada Fsr IC Sup. IC Inf.
Entre geragoes - FSR
F FSR vs Se 15 FSR 0,0037 -0,0012 0,0096
I'FSR vs Se 15 FSR 0,0081* 0,0026 0,0152
M FSR vs Se 15 FSR 0,0037 -0,0013 0,0101
F FSR vs Se 16 FSR 0,0013 -0,0027 0,0058
TFSR vs Se 16 FSR 0,0049 -0,0002 0,0113
M FSR vs Se 16 FSR 0,0018 -0,002 0,0071
F FSR vs Se 17 FSR 0,0013 -0,0026 0,0063
IFSR vs Se 17 FSR 0,0052* 0,0004 0,0115
M FSR vs Se 17 FSR 0,0009 -0,0026 0,0061
Entre anos - FSR
Se 15 FSR vs Se 16 FSR 0,0015* 0,0002 0,0030
Se 15 FSR vs Se 17 FSR 0,0015* 0,0003 0,0029
Se 16 FSR vs Se 17 FSR 0,0002 -0,0005 0,0013
Entre dreas (adultos)
F FSR vs IFECAV 0,0369* 0,0138 0,073
F FSR vs F FECAV 0,0381* 0,0162 0,0659
F FSR vs M FECAV 0,0231* 0,0019 0,0540
IFSR vs F FECAV 0,0281* 0,0111 0,0517
I FSR vs I FECAV 0,0279* 0,0077 0,0636
I FSR vs M FECAV 0,0199 -0,0001 0,0476
M FSR vs F FECAV 0,0291* 0,0112 0,0538
M FSR vs I FECAV 0,0328* 0,0107 0,0655
M FSR vs M FECAV 0,0187* 0,0005 0,0454
Entre dreas (sementes)
Se 15 FSR vs Se 17 FECAV 0,036* 0,0314 0,0412
Se 16 FSR vs Se 17 FECAV 0,0336* 0,0291 0,0377
Se 17 FSR vs Se 17 FECAV 0,0326* 0,0285 0,0369
Entre geragées - FECAV
F FECAV vs Se 17 FECAV -0,004 -0,012 0,0084
IFECAV vs Se 17 FECAV 0,007 -0,0052 0,0295
M FECAV vs Se 17 FECAV -0,0028 -0,0130 0,0140

Classes: F fémeas; M machos; I indeterminados. IC Sup. e IC Inf.: Intervalos de
confianga superior e inferior (95%).

2.3.3 Estrutura genética espacial (SGS)

Os resultados dos correlogramas nas populagdes de adultos de
Araucaria angustifolia, em ambas as areas, indicam que nio ha estrutura
genética espacial significativa. Isso foi observado para todas as classes
de distancias avaliadas, de acordo com os intervalos de confianca para
os valores médios do coeficiente de coancestria (Figura 5).
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Figura 5 - Correlograma de coancestria médio (Bxy) por classe de
distancia para as populacdes adultas de Araucaria angustifolia nas areas
FECAV ¢ FSR. A linha sélida representa os valores médios de Oxy por
classe de distdncia. Linhas tracejadas representam o intervalo de
confiancga para média (95%).
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Fonte: Produgdo do proprio autor

A porcentagem de plantas que participaram dos contrates em
cada uma das 14 classes de distancia avaliadas para area FSR foi de
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95,6%, 97,8%, 84,4%, 99,4%, 97,8%, 91,1%, 91,7%, 100%, 98,3%,
92,8%, 90%, 65%, 40,6%, e 21,7%, respectivamente. Na area FECAV
essa porcentagem foi de 100%, 100%, 100%, 100%, 100%, 82,4%,
48,5%, 23,5% ¢ 10,3%, respectivamente, para as nove classes de
distancias avaliadas. Possivelmente os menores porcentagens de plantas
participando nas maiores classes ocasionaram maiores intervalos de
confiangca para ambos os locais. Ao analisar separadamente plantas
machos e fémeas, também ndo foi verificada uma SGS significativa
(dados ndo apresentados).

2.34 Sistema reprodutivo

Os resultados da andlise do sistema reprodutivo juntamente
com estimativas de estrutura e parentesco para os anos de 2015, 2016 ¢
2017 na area FSR, e para o ano de 2017 na area FECAYV estdo descritos
na Tabela 9.

Na comparagdo das estimativas do sistema reprodutivo
houveram diferengas significativas entre os anos avaliados para os
valores médios da correlagdo de paternidade () e, consequentemente,
para o niimero efetivo de doadores de pélen (Np). Para os niveis de
estrutura e parentesco foram verificadas diferengas significativas entre
os anos para a propor¢do de meio irmdos, propor¢do de irmaos
completos, coeficiente médio de coancestria dentro das familias,
tamanho efetivo da varidncia e numero de arvores para coleta de
sementes. Nao foram verificadas diferengas significativas entre as areas
avaliadas, no ano de 2017.
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Tabela 9 - Resultados das estimativas do sistema reprodutivo e de estrutura e
parentesco avaliados em 2015 e 2016 em Araucaria angustifolia

Estimativa 2015 FSR 2016 FSR 2017 FSR 2017 FECAV
Sistema reprodutivo

Taxa de cruzamento 1,200 1,200 1,200 1,062
multilocus: £y, [1,200 - 1,200] [1,200 - 1,200] [1,200 - 1,200]  [0,985 - 1,200]
Taxa de cruzamento 0,979 0,993 0,989 0,959
unilocus: £ [0,969 - 0,996] [0,975 - 1,007] [0,974 -1,007]  [0,931 - 0,987]
Cruzamento entre 0,021 0,007 0,011 0,036
aparentados: &p-E [0,004 - 0,031] [-0,007 - 0,025]  [-0,007-0,027]  [0,01 - 0,061]
Correlagdo de paternidade: 0,132 0,027 0,093 0,077

B [0,097 - 0,168] [0,009 - 0,049] [0,031-0,165]  [0,031-0,122]
Numero efetivo de doadores 7,742 41,896 12,794 14,813

de polen: Nep*
Endogamia e estrutura

Coeficiente de endogamia

materno: F,

Proporgio de meio irmdos:
P hs*

Proporgdo de irméos
completos: Prs*

Correlagao entre plantas
dentro de progenies: 73,

Coeficiente de coancestria
entre plantas dentro de
progenies:

Coeficiente médio de
coancestria dentro das
familias: @Xy*

Tamanho efetivo da
variancia: IVE(,,) *

Numero de plantas mae
para coleta de sementes: m*
Tamanho da amostra

Numero de plantas mae

Ntmero de sementes por
planta mde

[5,952 - 10,309]

0,051
[0,044 - 0,06]
0,862
[0,832 - 0,903]
0,138
[0,097 - 0,168]
0,379
[0,376 - 0,382]
0,189
[0,188 - 0,191]
0,145
[0,14 - 0,149]
3,487
[3,378 - 3,597]
43
[41,7 - 44,4]

16

25

[20,408 - 111,111]

0,047
[0,042 - 0,061]
0,973
[0,951 - 0,991]
0,027
[0,009 - 0,049]
0,377
[0,375 - 0,382]
0,188
[0,187 - 0,191]
0,131
[0,129 - 0,134]
3,112
[3,058 - 3,156]
48
(47,5 — 49,0]

18

25

[6,098 - 32,258]

0,029
[-0,052 - 0,087]
0,907
[0,836 - 0,969]
0,093
[0,031 - 0,165]
0,370
[0,34 - 0,391]
0,185
[0,17 - 0,196]
0,140
[0,132 - 0,149]
3,614
[3,389 - 3,827]
4
[39,2 - 44,3]

18

25

[8,264 - 33,333]

0,022
[-0,085 - 0,118]
0,915
[0,864 - 0,963]
0,076
[0,031 - 0,121]
0,295
[0,236 - 0,39]
0,148
[0,118 - 0,195]
0,138
[0,132 - 0,143]
3,638
[3,494 - 3,803]
41
[39,5 - 42,9]

12

25

Estimativas seguidas de * apresentaram diferencas significativas entre os anos.

24

241

DISCUSSAO

Padrao espacial e estrutura interna da populacio

A distribuicdo espacial agregada das plantas de A. angustifolia ja
era esperada para as populagdes avaliadas, pois, embora algumas plantas
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ocorram de forma “isolada” em meio a paisagem de campo, a maioria se
encontra agrupada em capdes de mata, formagao esta que é tipica para a
regidao (MATTOS, 2011). Além disso, o histérico de manejo das areas
de campo, rogadas e pastagem com bovinos no caso da FSR, e
agricultura no caso da FECAV, tem grande influéncia na formagao da
paisagem e, consequentemente, no padrao de agregacdo da espécie.

A densidade de individuos encontrada para area FSR (4,2 ind.ha
1 foi cerca de nove vezes menor do que comumente se encontra para
populagdes de Araucaria angustifolia presentes em ambientes de
floresta (MEDINA-MACEDO et al., 2015 - 42,1 indha';
SANT’ANNA et al, 2013 — 40,3 ind.ha!; BITTENCOURT;
SEBBENN, 2007 — 40,7 ind.ha'). Valores mais proximos a estes
estudos foram verificados na area FECAV (34 ind.ha!). Atribui-se que
as menores densidades encontradas sdo devidas ao fato do levantamento
ter contemplado capdes de mata com A. angustifolia e areas de campo
com a presenca de arvores de maneira “isolada” na paisagem. Isso
corrobora com os resultados de outros estudos feitos com a espécie, que
também verificaram baixas densidades em popula¢des da espécie
presentes em paisagens de campo. Ao avaliar diferentes locais da area
FSR, Zechini et al (2018), encontraram valores de densidade de 16,2
individuos de A. angustifolia por hectare, os menores valores de
densidade encontrados dentre quatro locais avaliados na regido do
planalto de Santa Catarina.

2.4.2 Diversidade e estrutura genética

De maneira geral os indices de diversidade genética encontrados
para as populagdes (Ad FSR e Ad FECAV) e coortes (Se2015, Se2016 e
Se2017) analisadas foram similares. Somente foram encontradas
diferencgas significativas para os valores de Ho e He entre duas geracdes
(Ad FSR vs Se 2015 e Ad FSR vs Se 2017), com maiores valores
apresentados pela populacdo de adultos, conforme demonstrado na
Tabela 5. Esses resultados indicam que diferencas na diversidade
genética de adultos e sementes, podem ocorrer ou nao de acordo com o
ano avaliado, pois ndo houve diferenca para esses indices na
comparacdo Ad FSR vs Se2016. Esse fendmeno tem implicagdes diretas
no estabelecimento de estratégias de uso e conservagdo da populagio,
uma vez que diferencas significativas podem indicar que a diversidade
genética ndo estd sendo mantida na populacdo; todavia, diferengas nao
significativas indicam que a diversidade genética estd sendo mantida.
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Resultados distintos de diferentes anos de avaliagdo possivelmente sdo
relacionados as variacbes anuais nos cruzamentos realizados entre
plantas dentro da populagdo. Desse modo, para se obterem estimativas
robustas na comparagdo entre geragdes € importante avaliar mais de um
evento reprodutivo. Na andlise por 4area, embora tenham sido
encontrados valores significativamente maiores de Ho ¢ He na FSR
comparativamente a FECAYV, tais indices ndo diferiram na comparagdo
feita entre as coortes de sementes das duas areas. Isso confirma que
avaliar a variagdo temporal (diferentes anos) da diversidade genética
pode ser tdo importante quanto a avaliagdo de diferentes populagdes
(LOWE et al., 2005).

Diferengas na diversidade genética entre populagdes adultas e
regenerantes podem ter um efeito positivo quando hd um ganho da
diversidade genética ao longo das geragdes, relacionado principalmente
pela imigragdo de alelos de fora da populagdo, ou seja, a diversidade
genética € maior nas regenerantes do que na populacdo adulta, que
consequentemente irdo compor as novas geragdes da espécie. O efeito
oposto seria uma diminui¢do da diversidade, que esta relacionada com
perda do potencial evolutivo e depressao endogdmica (WRIGHT, 1931),
afetando negativamente as futuras geragdes. Espécies longevas como 4.
angustifolia e que possuem um fluxo génico capaz de atingir longas
distancias na paisagem (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007), tem, de
certa forma, a manuten¢do da diversidade genética favorecida. Embora
elevados, os indices de diversidade encontrados no presente estudo
foram ligeiramente maiores na geracdo adulta. Elevados indices de
diversidade genética tanto para coortes de sementes quanto para
populagdes adultas presentes em paisagens de campo também foram
encontrados nos estudos de Costa et al. (2015) e Cristofolini (2017), ao
avaliarem diferentes populagdes de A. angustifolia localizadas na
mesma regido em que o presente estudo foi realizado.

indices de fixagdo proximos a zero, porém, significativos e sem
diferencas entre si, foram encontrados em todas as situagdes analisadas
(Tabela 5). indices de fixagdo baixos ou ndo significativos sdo esperados
com a presenc¢a de cruzamento obrigatorio, como em espécies dioicas,
de amplo fluxo génico. Valores de f'significativos também sdo relatados
em outros estudos evolvendo a Araucaria angustifolia (COSTA et al.,
2015; MONTAGNA et al., 2018; LAUTERJUNG et al., 2019 no prelo).
No entanto, para se ter uma ideia do que os indices de fixagdo
representam para a espécie € importante a comparagdo entre diferentes
geracoes (LOWE et al., 2015). Em Araucaria angustifolia sao
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apresentados cendrios onde os indices de fixacdo na populagdo
regenerante sdo menores que aqueles estimados na populacdo
reprodutiva (FERREIRA et al., 2012; CRISTOFOLINI, 2017), ou serem
da mesma magnitude ou maiores que aqueles estimados nas plantas
reprodutivas (BITTENCOURT; SEBBENN, 2008; COSTA et al.,
2015). O primeiro cenario indica que as populagdes apresentam
potencial de manter e transmitir a diversidade atual por meio das
proximas geragdes, ja o segundo cenario indica risco alto de perda de
diversidade genética para as futuras geragdes estudadas.

Em termos de estrutura genética foi possivel perceber que
existem indices de fixacdo significativos (Fir e Fis) para as geracoes
analisadas de ambas as areas (Tabela 7). Isso foi também observado na
analise por classe da populagdo adulta da area FSR, porém, o mesmo
nio ocorreu para area FECAV (Tabela 3). Indices de fixagdo
significativos indicam que hé um excesso de homozigotos na populagio
ou na coorte avaliada, e que estas apresentam desvios do equilibrio de
Hard-Weinberg. O indice de fixacdo, ou coeficiente de endogamia para
sementes, ¢ originado do cruzamento entre individuos aparentados, o
qual produz um coeficiente de endogamia igual ao coeficiente de
coancestria (fxy) entre genitores. Para espécies dioicas o nivel de
coancestria produzido pode ser de apenas dois tipos (meio irmaos Oy=
0,125 e irmaos completos O,= 0,25). Neste caso, ao considerar entdo
que a taxa de cruzamento entre individuos aparentados apresentou
valores que variaram de 0,7% a 3,6% (Tabela 9), o valor de f
apresentado pelas sementes pode ser influenciado também pelas
sementes de cruzamentos ndo endogamicos, simplesmente pelo efeito de
coancestria causado pela mae em comum (MEDINA-MACEDO et al.,
2016).

Foram encontradas divergéncias genéticas baixas, porém
significativas entre as popula¢des e coortes da area FSR e ndo
significativas para area FECAV, conforme verificado pelos valores de
Fsr (Tabela 7). Comparagdes par a par feitas para verificar diferencas na
composi¢do genética entre populacdes e coortes, demonstraram que as
maiores diferencas genéticas se concentraram entre as areas, tanto para
adultos quanto para sementes, seguido de diferencas entre anos,
verificado pela comparagdo entre coortes e por fim entre geragdes.
Todavia, as divergéncias genéticas encontradas entre as areas avaliadas
por este estudo foram menores que 4%, seguindo o mesmo padrio
apresentado por diversas populagdes de Araucaria angustifolia,
presentes no sul do Brasil, com valores de Fst menores que 5%
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(AULER et al., 2002; MONTAGNA et al., 2017; LAUTERJUNG et al.,
2018). Além disso, cabe ressaltar que as diferencas entre locais podem
ter tido um efeito do niimero de individuos amostrados (FECAV = 68;
FSR = 187). No entanto, as divergéncias genéticas significativas entre as
coortes de sementes das diferentes areas, apesar de baixas foram
verificadas possivelmente pelo elevado nimero amostral, o que indica
que, embora pequenas, existem diferengas nas frequéncias alélicas nas
plantas de 4. angustifolia das diferentes areas.

Apesar dos indices de diversidade genética ndo terem sido
diferentes na comparagdo entre anos, os valores de FST, par a par,
indicaram divergéncia genética entre as coortes dos diferentes anos
(Tabela 8). Isso indica que ha uma diferenca na composi¢do genética
(frequéncia alélica) entre as coortes de sementes de diferentes anos.
Adicionalmente esses resultados variam conforme o local avaliado.
Contudo, as diferencas verificadas entre os anos, na area FSR, podem
estar associadas a uma variacdo natural entre os diferentes eventos
reprodutivos da espécie, o que pode caracterizar um efeito de deriva
genética. Diferencas no fluxo génico, e consequentemente no sucesso
reprodutivo também podem estar associados e estas variagdes. Essa
constatacdo demonstra que avaliar apenas uma estagdo reprodutiva pode
trazer estimativas pouco precisas para estabelecer planos de conservacio
a longo prazo, principalmente quando se trata de espécies longevas
(REIS, 1996; SMOUSE; SORK, 2004; SORK; SMOUSE, 2006;
ALBALADEIJO et al., 2009).

Diferengas entre geracdes representou a menor parte das
divergéncias genéticas encontradas, sendo verificado somente para area
FSR (Tabela 8). Ainda, tais diferengas se concentraram na classe
indeterminados. Isso sugere que esta classe pode ter uma contribuigdo
menor na formagdo das coortes de sementes, possivelmente pela maior
parte das plantas ainda ndo terem iniciado a fase reprodutiva. De acordo
com o CAP médio das plantas da classe indeterminados (FSR = 70 cm;
FECAYV = 99 cm), é possivel que grande parte destes estejam ainda em
uma fase ndo reprodutiva, pois para 4. angustifolia, o reduzido didmetro
das plantas desta classe indica que estes ainda ndo entraram na fase
reprodutiva, e por isso concentram as maiores diferengas com coortes de
sementes (ver PALUDO et al, 2016). Divergéncias genéticas
significativas entre populagoes de adultos e coortes de sementes de A.
angustifolia, também foram encontradas por Costa et al (2015) em
populagdes presentes em areas de campo.
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Considerando que um mesmo conjunto de maes foi usado para
coleta de sementes na area FSR, a presenca de alelos exclusivos nas
coortes de sementes de 2015, 2016 e 2017, demonstra que houve uma
contribuicdo de alelos de origem paterna, diferente entre os anos. Isso
também indica que essa contribui¢do ¢ oriunda de fora da populagio
analisada e isso pode contribuir para o aumento do tamanho efetivo das
populagdes. Entretanto, a presenca de alelos exclusivos na populacao de
adultos demonstra que a coleta das sementes ndo amostrou todos os
cruzamentos possiveis em todos os anos analisados. Alternativamente,
nem todos as plantas adultas participaram dos eventos reprodutivos, nos
diferentes anos. Novamente, esses resultados sugerem um efeito de
deriva genética, associado a variagdes no fluxo génico ao longo dos
anos. Na area FSR, alelos exclusivos so6 foram encontrados na
populagdo de sementes, demonstrando que todos os alelos da populagéo
de adultos estavam contemplados na coorte de sementes de 2017. Este
tipo de resultado ndo causa surpresa, uma vez que os adultos estio
deixando a maior parte dos alelos nas coortes de sementes, que por sua
vez, também recebem alelos de fora da populagdo via migragao.

2.4.3 Estrutura genética espacial

A estrutura genética especial (SGS) pode ser entendida como a
distribui¢do ndo aleatéria dos genotipos na paisagem (VEKEMANS;
HARDY, 2004). A presenga de SGS em uma populagdo, indica que
plantas espacialmente mais proximos entre si tendem ser geneticamente
mais proximos. Isso € caracterizado pela relagdo entre a distincia
espacial e genética (HARDY; VEKEMANS, 2002). Geralmente
expressa em metros, uma aplicagdo pratica da extensdo da SGS seria na
indicacdo de uma distdncia minima a ser respeitada, entre plantas,
visando a coleta de sementes. Se essa distancia for respeitada, evitaria a
coleta de sementes de individuos relacionados geneticamente entre si, e
consecutivamente o reduzido tamanho efetivo (SEBBENN, 2006;
DEGEN; SEBBENN, 2016).

A amplitude da escala da SGS encontrada em estudos realizados
com A. angustifolia pode variar desde 0, isto é, auséncia de SGS
(STEFENON; GAILING; FINKELDEY, 2008; CRISTOFOLINI, 2013;
COSTA, 2014) at¢ 90 m (MEDINA-MACEDO et al., 2015). Essa
variagdo pode ocorrer pela acdo de diversos fatores, como densidade,
distancia de dispersdo, sistema reprodutivo, histérico da populagdo,
efeito fundador, ac¢do antropica, entre outros (VEKEMANS; HARDY,
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2004; BORN et al., 2008; MONTAGNA et al., 2019). De acordo com os
correlogramas gerados, ndo foram encontrados valores de SGS
significativos para ambas as 4areas avaliadas. Isso indica que as
distancias par a par entre plantas ndo possuem relagdo com a estimativa
de parentescos computadas (6, — Loiselle et al. 1995), em todas as
classes de distancias analisadas. Esse comportamento ¢ diferente do
comumente encontrado em outras populagdes de A. angustifolia
(MANTOVANI; MORELLATO; REIS, 2006; BITTENCOURT;
SEBBENN, 2007; FERREIRA et al., 2012; SANT’ANNA et al., 2013).
No entanto, todos estes estudos foram desenvolvidos com populagdes
em ambientes de continuos florestais, onde observa-se que a presenga de
estrutura genética interna é marcante, resultante principalmente da
dispersdo gravitacional das sementes perto da planta mae (MEDINA-
MACEDO et al., 2016).

Entretanto, estudos em paisagem de campo tém apresentado
resultados de auséncia de estrutura genética espacial (SGS)
(CRISTOFOLINI, 2013, 2017; COSTA, 2014; o presente estudo). Isso
sugere que em areas mais abertas, como as paisagens de campo, os
principais mecanismos que geram a estrutura interna da populagdo (eg.
fluxo de pdlen e sementes e recrutamento de plantulas) estdo sendo
homogéneos (CHUNG et al., 2002), com comportamento da dispersdo
atingindo longas e curtas distancias (RAMOS et al., 2018). Além disso,
a auséncia SGS, verificada em ambas as populagdes estudadas neste
trabalho, pode ter ocorrido em funcdo das baixas densidades de
individuos, caracteristica comum das paisagens de campo (Figura 3).
Baixas densidades de arvores coespecificas aumentam a distancia entre
cruzamentos realizados (ROBLEDO-ARNUNCIO et al, 2004;
BACLES; ENNOS, 2008; WANG et al., 2010; VRANCKX et al.,
2014), afetando diretamente a SGS. Apesar disso, a baixa densidade de
individuos nem sempre esta associada a auséncia de SGS, pois, valores
de SGS ndo significativos ja foram encontrados por CHUNG et al.
(2002) em populacdes de Quercus acutissima (Fagaceae) com elevadas
densidades (157,2 arvores por ha, considerando didmetros a altura do
peito maiores do que 15 cm).

Em termos praticos, os resultados encontrados demonstram que
nao houve uma distadncia minima a ser seguida para evitar a coleta de
sementes em plantas proximos geneticamente entre si. Isso pode ser
considerado favoravel do pondo de vista do trabalho de coleta, de modo
que menores distidncias entre plantas possam ser percorridas. Além
disso, paisagens de campo, assim como as avaliadas no presente estudo,
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podem ter outro ponto favoravel na coleta de sementes, proporcionando
a facilidade de locomogdo e localizagdo dos individuos, quando
comparados com ambientes de floresta. Contudo, esses fatores aliados
ao fato de que de maneira geral os indices de diversidade genética foram
elevados e semelhantes entre adultos e coortes (Tabela 5), sugere-se que
essas paisagens de campo sdo importantes fontes para coleta de
sementes, para programas de melhoramento e para restauracdo de areas
degradadas.

2.44 Sistema reprodutivo

A andlise do sistema reprodutivo apresentou resultados
semelhantes a outros estudos ja realizados com A. angustifolia
(BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; FERREIRA et al, 2012;
SANT’ANNA et al., 2013a; COSTA, 2014; MEDINA-MACEDO et al.,
2016). Assim como o padrao tipico para espécies dioicas, era esperado
que a 4. angustifolia ndo apresentasse uma taxa de cruzamento diferente
da unidade (Tabela 9). Apesar disso, desvios em relagdo a unidade
podem ocorrer inclusive para espécies dioicas como A. angustifolia,
devido a ocorréncia de cruzamentos entre individuos aparentados,
conforme tém sido relatado em estudos para espécie (BITTENCOURT;
SEBBENN, 2007; FERREIRA et al., 2012). Além disso, diferencas na
propor¢do sexual podem favorecer a ocorréncia de cruzamentos
preferenciais e consequentemente aumentar os niveis de endogamia da
populagdo, padrdo que ndo foi observado em ambas as populagdes
avaliadas no presente estudo.

Estudos do sistema reprodutivo em plantas perenes geralmente
sdo realizados em um tUnico evento reprodutivo, apesar do fato de que
estes podem ndo representar um quadro compreensivo do padrdo do
sistema reprodutivo (ALBALADEJO et al., 2009). Ainda ndo haviam
sido relatadas diferengas significativas para estimativas do sistema
reprodutivo de 4. angustifolia para diferentes anos de avaliagdo. Esse
fato pode ser evidenciado, no presente trabalho, para seis das 14
estimativas avaliadas (Tabela 9). Além disso, a taxa de cruzamento entre
individuos aparentados da area FSR foi significativa para o ano de 2015
e ndo significativa para os anos de 2016 e 2017. Na area FECAV essa
taxa foi significativa, na avaliagdo no ano de 2017. Isso sugere que os
cruzamentos entre individuos aparentados ocorrem em diferentes
intensidades de acordo com o local e o evento reprodutivo.
Possivelmente, este resultado ¢ afetado por a uma combinagio de fatores
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ambientais que variam entre anos e locais, bem como a configuracdo da
paisagem. Assim, os resultados encontrados demonstram claramente que
tdo importante quanto avaliar locais diferentes € realizar a avaliagdo em
anos diferentes, para assim se obter informagdes robustas acerca do
comportamento do sistema reprodutivo da espécie, e da combinagdo dos
cruzamentos que ocorrem na populagdo ao longo dos anos,
principalmente quando se trata de espécies longevas.

A estimativa da correlagio de paternidade (7,) e,
consequentemente, do numero efetivo de doadores de polen (Nep),
estimada no software MLTR, é considerada uma medida indireta. Neste
caso, com base nos genoétipos de progénies de diferentes plantas mae ¢é
utilizado uma modelagem para deduzir a fragdo de pares de irmaos
dividindo o mesmo pai. Assim, estimativas do numero efetivo de
doadores de pdlen podem ser obtidas sem identificar precisamente o pai
de cada semente (IRWIN et al., 2003). Embora menos precisa que
técnicas baseadas em determinagdo de paternidade, esta forma de
estimativa utilizada no presente estudo ¢ uma abordagem muito mais
conveniente de ser aplicada (amostragem nio exaustiva) (HARDY et al.,
2004), e também muito mais comum. A correlagdo de paternidade ¢ uma
estimativa que revela a contribuicdo dos doadores de polen para
formacdo das sementes. [Essa estimativa também  diferiu
significativamente entre os anos avaliados, variando de 0,027 a 0,122.

No presente estudo, foi possivel perceber que houve um maior
numero de pais envolvidos na formagdo das coortes de sementes em
2016, do que nos anos de 2015 e 2017. Para o ano de 2016, o numero
efetivo de doadores de pdlen (Nep, = 41) foi cerca de quatro vezes maior
do que 2015 (N¢p, = 10) e cerca de trés vezes maior do que 2017 (Nep =
14). Essas diferencas demonstram que a variagdo da contribui¢do dos
pais para formacdo das sementes ndo ¢ aleatéria ao longo dos anos.
Assim, um conjunto maior de pais contribuindo para formagdo das
sementes pode aumentar as chances de manutencdo dos alelos na
populagdo e, assim, aumentar o tamanho efetivo.

Foi possivel notar que algumas vezes o valor de Ne, encontrado, ¢
maior do que o valor real possivel para uma planta mae. Pois, enquanto
que o numero maximo de sementes coletadas por planta mae foi de 25, o
Nep encontrado atingiu valores de 41. Isso pode ser explicado por um
possivel efeito de calculo onde a composigdo genética encontrada nas
sementes representa um tamanho efetivo de doadores de pdlen maior do
que o valor amostrado. Outros trabalhos também encontraram, para o
numero efetivo de doadores de polen, valores acima do nimero maximo
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de sementes analisadas (FERREIRA et al., 2012; VRANCKX et al.,
2014). Embora, em alguns casos esse valor ndo represente o valor real
possivel, essa estimativa apresenta uma importante informacgdo a nivel
de populagdo, pela possibilidade de comparagdo do pool de pais
envolvidos na formagdo das progénies. Isso significa dizer qual o
numero efetivo de pais que a composicdo genética das sementes
analisadas representa.

Além das estimativas do sistema reprodutivo, diferencas
significativas entre os anos foram encontradas também para as
estimativas de endogamia e estrutura (Tabela 9). Dentre estas,
evidenciam-se as diferengas na propor¢do de meio irmdos (Pps),
propor¢do de irmdos completos (Pg), coeficiente médio de coancestria
dentro das familias (®), tamanho efetivo da variancia (Nen)) € 0 numero
de arvores para coleta de sementes, para um numero de referéncia de
150 (m). Essas diferengas demonstram que a composi¢do genética das
sementes varia conforme o evento reprodutivo, novamente
caracterizando um efeito de deriva genética, assim como verificado para
os indices de diversidade genética. Ainda as sementes avaliadas, em
geral, s30 uma mistura de irmaos completos e meio irmaos, com uma
composi¢do de aproximadamente 90% de meio irmaos.

Como o numero de plantas mde para coleta de sementes,
necessario para reter um tamanho efetivo de uma populagdo referéncia
(Ney) de 150 (pm) variou de 42 a 49 entre os anos, sugere-se que 0
maior dos valores seja utilizado em planos de coleta, garantindo que se
atinja sempre o Ns necessario. Um N;) de 100 é esperado evitar
depressdo por endogamia a curto prazo (cinco geragdes), enquanto que
um N de 1000 € requerido para inicialmente manter a perpetuagido do
potencial evolutivo (FRANKHAM; BRADSHAW; BROOK, 2014). Em
estudos envolvendo a 4. angustifolia os valores de m (considerando um
Nepy de 150), podem variar de 38 (FERREIRA et al., 2012) a 60
(SALGUEIRO et al., 2005), para marcadores alozimicos e
microssatélites. Em estudos com marcadores microssatélites esses
valores podem variar de 39 (CRISTOFOLINI, 2017) a 52
(BITTENCOURT; SEBBENN, 2008), valores similares aos encontrados
no presente estudo. Com base nesses resultados, a coleta de 50 plantas,
na maioria dos casos, seria suficiente para reter um tamanho efetivo
equivalente a uma populagdo com M) de 150. Além disso, para fins de
coleta de sementes visando a manutencdo da variabilidade genética,
recomenda-se que a coleta envolva diferentes anos. Essa pratica ndo so é
capaz de aumentar a representatividade dos alelos da populagdo, como
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também pode evitar possiveis efeitos da exogamia, quando ¢ introduzido
material genético de outras populagdes, ndao adaptados a regido
(ELLSTRAND; ELAM, 1993).

2.5 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados encontrados neste estudo demonstram como a
composi¢do genética de coortes de sementes ¢ a interpretacdo dos
padrdes de movimentagdo de alelos ao longo dos anos podem sofrer
modificagdes. Tais modificagdes sdo possivelmente ocasionadas por
caracteristicas do ambiente como relevo e posicdo das plantas na
paisagem, bem como sua associacdo com variaveis ecologicas e
climaticas, as quais possuem maiores oscilacdes anuais do que
simplesmente a fragmentag@o e as distancias fisicas entre as plantas. Os
principais indices de diversidade sdo menos sensiveis para detectar
variagdes que ocorrem entre diferentes eventos reprodutivos do que
parametros do sistema reprodutivo. Mudangas nos padrdes reprodutivos
podem influenciar diretamente a variagdo genética na progénie e,
principalmente, podem refletir em custos de adaptabilidade que
comprometem o recrutamento de plantas na proxima geracdo (NORA;
APARICIO; ALBALADEJO, 2016). Dessa forma, ¢ importante
ressaltar que as diferengas encontradas entre os anos de avaliacdo devem
ser consideradas ao realizar estudos que envolvam diversidade genética
e sobretudo a analise do sistema reprodutivo. Uma vez que as
informacdes geradas tém implicagdes diretas no estabelecimento de
estratégias de manejo e conservacdo da espécie estudada e do
ecossistema a que pertence. Principalmente quando estas informagdes
sdo utilizadas para recomendar um niimero de arvores para coleta de
sementes para programas de melhoramento e conservacao.

A luz dos resultados gerados acerca da diversidade genética
sugere-se que estratégias de conservacdo in situ para espécie devam
considerar ndo somente grandes macigos de floresta com A. angustifolia,
mas também paisagens de campo, em pequena e larga escala, ou seja,
pequenos fragmentos e arvores isoladas distribuidas ao longo da
paisagem. Todavia, a conservacdo da paisagem como um todo,
considerando esses dois ambientes ¢ extremamente importante. Pois, ao
mesmo tempo que pequenos fragmentos ou arvores isoladas podem ligar
grandes remanescentes espacialmente isolados, através do fluxo génico,
estes sdo favorecidos pelo aumento no tamanho efetivo da populagdo, de
maneira geral. Entretanto, o sucesso na reprodugdo de pequenos
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fragmentos ou até mesmo arvores “isoladas” ira depender em grande
parte da conservacdo da paisagem em larga escala. Considerando o
exposto, pode-se dizer que as caracteristicas genéticas e evolutivas
destas populagdes obviamente estdo adaptadas a condigdes locais de
baixas densidades como ocorre nas paisagens de campo. Isso porque, a
configuracdo da paisagem potencialmente permite um amplo fluxo
génico, capaz de neutralizar efeitos de mutagdo, deriva e selecdo
(ELLSTRAND, 2014). Assim, esses processos capazes de moldar a
evolugdo das espécies tém sido o alvo de estudo da comunidade
cientifica por muito tempo e, por isso, o presente estudo aborda de
diversas maneiras os efeitos de alguns desses processos (e.g. efeitos de
deriva verificados no presente capitulo; o fluxo génico verificado no
capitulo II; as mutacdes analisadas no capitulo V).

Para fins de conservacdo ex situ e programas de
melhoramento da espécie recomenda-se que a coleta de sementes seja
feita ao longo dos anos, em arvores presentes em paisagens de campo. A
razdo baseia-se no fato de que estas areas apresentam elevados niveis de
diversidade genética nas coortes de sementes, baixo nivel de parentesco
entre plantas adultas, auséncia de estrutura genética espacial e baixa
divergéncia populacional entre geragdes. Além disso, as referidas areas
apresentam caracteristicas de facil locomogao e localizagdo das plantas
de Araucaria angustifolia para coleta de amostras.
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3 CAPi:l"ULO I - PATERNIDADE DE SEMENTES E FLUXO
DE POLEN EM Araucaria angustifolia: UMA COMPARACAO
ENTRE ANOS E ENTRE LOCAIS

3.1 INTRODUCAO

A remogao da floresta e a alteragdo da vegetagdo nativa, por meio
da agricultura, pastoreio e reflorestamento com espécies exoticas, tém
mudado claramente a paisagem original do Sul do Brasil (BEHLING et
al., 2009). Esta paisagem, que ¢é caracterizada por mosaicos de
vegetagdo de campos e Floresta com Araucaria (IRIARTE; BEHLING,
2007), esta sob forte pressdo de uso, onde vastas areas de campo estdo
sendo substituidas por atividades agricolas e silvicolas (BEHLING et
al., 2009). Apesar destas areas pertencerem ao bioma Mata Atlantica,
considerado um dos cinco “hottest hotspot” prioritarios para
conservacdo (MYERS et al.,, 2000; MITTERMEIER et al., 2011), o
impacto das modificacdes antropicas nestas paisagens tém sido muitas
vezes negligenciado.

A presenca da Araucaria angustifolia O. Kuntze, uma espécie de
conifera predominantemente dioica e polinizada pelo vento ¢ comum na
paisagem, principalmente ao longo de rios e encostas, ou na forma de
pequenos fragmentos (capdes) ou arvores isoladas, intercalados a
vegetacdo campestre (KLEIN, 1978; MATTOS, 2011). Embora o pdlen
da A. angustifolia seja transportado pelo vento, autores consideram este
ser de baixa capacidade de flutuar, por ser grande e nio ser alado, o que
poderia limitar a sua dispersdo principalmente em areas com altas
densidades vegetais tipicas de florestas com Araucaria (SOUSA;
HATTEMER, 2003). Por possuir um poélen  Estudos prévios
demonstram que modificagdes antropicas em paisagens de campo
tendem a causar alteragdes nas taxas de fluxo de polen de populagdes
fragmentadas de Araucaria angustifolia, bem como nos indices de
diversidade e estrutura genética entre geragdes (BITTENCOURT;
SEBBENN, 2008; COSTA et al., 2015). Adicionalmente, analises da
variabilidade genética de populagdes remanescentes de espécies
longevas e com amplo fluxo génico como A. angustifolia, podem néo
representar os efeitos contemporaneos da fragmentagdo na diversidade
genética (BITTENCOURT; SEBBENN, 2009; BREED et al., 2015),
principalmente pelas avaliagdes serem realizadas somente uma Unica
vez.
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Neste sentido, estratégias de conservagdo preventivas exigem um
melhor entendimento das variagdes do fluxo génico comtemporineo em
um ambiente em mudanga (KOKKO; LOPEZ-SEPULCRE, 2007), bem
como uma andlise de como os aspectos genéticos populacionais operam
no espago ¢ no tempo ecologico (BACLES; ENNOS, 2008). Medidas
diretas do fluxo génico histérico e atual permitem identificar a
magnitude e a escala espacial em que as forcas evolutivas podem atuar
sobre as populagdes e, portanto, podem ajudar no manejo das espécies e
na tomada de decisdes politicas diante das alteragdes antropogénicas de
habitat (HAHN; MICHALSKI; DURKA, 2017). No entanto, o fluxo
génico em plantas é muito peculiar, sendo altamente variavel entre
espécies, populagdes e estacdes (YOUNG; BOYLE; BROWN, 1996a), e
o impacto dessa variagdo ira depender do nivel de variagdo genética,
organizacdo espacial e conformacdo das populagdes (fonte e dreno)
(ELLSTRAND; ELAM, 1993). Além disso, o fluxo génico ¢
componente importante da dinamica genética continua dentro da
populacédo; por isso a investigacdo de mais de dois anos de fluxo génico
¢ necessaria para entender em detalhes os mecanismos que mantém a
variabilidade genética das populacdes (OTTEWELL et al., 2012).

Arvores isoladas e pequenos fragmentos apresentam um papel
chave, ndo apenas por serem elementos geneticamente funcionais na
populagdo, mas também por servirem como trampolins para dispersido
de podlen a longas distancias em paisagens fragmentadas (LOWE et al.,
2005; LANDER; BOSHIER; HARRIS, 2010). Esta visdo vai além da
hipotese de Janzen (JANZEN, 1986), de que arvores isoladas sdo
somente “mortos vivos”, persistindo em virtude de sua longevidade, e
que arvores remanescentes deixadas em pastagens ndo tém potencial
reprodutivo e sdo de pouco valor para conservagao (LOWE et al., 2005;
ASHLEY, 2010).

Por possuir o potencial de transportar gametas masculinos a
longas distancias, a dispersao por polen € capaz de contrapor os efeitos
do “isolamento” de genes em populacdes espacialmente isoladas
(ENNOS, 1994). Assim, o estudo da varia¢do temporal na distancia de
dispersdo de polen é altamente importante para planos de conservagédo e
para entendimento das caracteristicas evolutivas da populagdo
(BRAGA; COLLEVATTI, 2011). Apesar disso, o fluxo génico mediado
pelo polen em populagdes naturais de Araucdria angustifolia em
paisagens de campo ainda ndo foi examinado em termos de diferentes
anos de avaliagdo.
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Dessa maneira, o presente estudo teve por objetivos avaliar a
dinamica espago temporal do fluxo de polen, por meio da quantificagdo
das variagdes da troca genética mediada pelo pdlen, e verificar a
variagdo causada pela diferenca da distancia entre arvores na
distribui¢do de frequéncia da movimentagdo de pdlen em uma
popula¢do de Araucaria angustifolia. Para isso, foram testadas as
seguintes hipoteses: 1 - Existe diferenca na taxa de movimentacdo de
polen de Araucaria angustifolia para eventos reprodutivos de anos
diferentes, em razdo da movimentac¢do do polen ser realizada pelo vento
e este ser um fendmeno variavel temporalmente; II - Existe relacdo
inversa entre a taxa de migragdo de polen de Araucaria angustifolia e a
distancia entre as arvores, devido as caracteristicas da polinizagdo pelo
vento favorecer a movimentacgdo do pdlen entre plantas localizadas mais
proximos; III - O sucesso reprodutivo de plantas de Araucaria
angustifolia € variavel na populagdo e também ao longos dos anos, por
este ser um fendmeno que varia de acordo com o individuo.

3.2 MATERIAL E METODOS
3.2.1 Analises de paternidade
3.2.1.1  Analises de paternidade direta

Nas andlises de paternidade foram utilizadas as amostras
coletadas e processadas conforme descrito no Capitulo 1 deste
documento (itens 2.2.3 a 2.2.5). Nestas analises foram utilizados todos
as plantas classificadas como machos, a planta monoica ¢ também as
plantas que ndo apresentaram estrutura reprodutiva no momento das
avaliagdes (indeterminados), para assegurar que essas plantas pudessem
ser incluidas como pais potencias das sementes. A andlise de
paternidade para cada semente coletada foi realizada pela atribuigdo de
maxima-probabilidade de paternidade (maximum likelihood paternity
assigment) (MEAGHER, 1986; MEAGHER; THOMPSON, 1986). A
atribuicdo foi aferida pela comparagdo dos genotipos multilocos, das
plantas reprodutivas e sementes, com auxilio do programa CERVUS 3.0
(MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL,
2007). Os genotipos foram obtidos conforme descrito na se¢do Material
e Métodos do Capitulo I (itens 2.2.4 ¢ 2.2.5). Foram empregadas como
referéncia as frequéncias alélicas estimadas apenas na geragdo parental
(MEAGHER; THOMPSON, 1986). Os alelos imigrantes, detectados nas
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sementes € que ndo se encontravam na populagdo adulta reprodutiva,
tiveram sua frequéncia estimada e adicionada ao arquivo de referéncia
das frequéncias alélicas.

O pai mais provavel de cada semente foi determinado pelo valor
de A (MARSHALL et al, 1998; KALINOWSKI; TAPER;
MARSHALL, 2007). que é a diferenga dos escores LOD (logaritmo
natural da probabilidade de um individuo ser atribuido como pai
acumulada entre os locos) dos dois mais provaveis pais de um
individuo. O valor critico de A, foi atribuido por simula¢des usando
1000 repeti¢des, conduzidas com 0,01 como sendo a proporgdo de erros
de digitacdo e 0,98 como percentagem de locos digitados. O niimero de
candidatos a pai para cada semente incluiu 65 plantas classificadas como
macho e mais 53 plantas classificadas como indeterminado, totalizando
118 supostos pais. Foram utilizados para os intervalos de confianga 95%
como restrito e 80% como relaxado, assim como sugerido por Marshall
et al. (1998).

3.2.2 Numero efetivo de doadores de pdlen e sucesso reprodutivo
por pai

Para as coortes de sementes avaliadas foi estimado o numero
efetivo de doadores de pdlen a partir das paternidades detectados por
andlise de paternidade, como sendo N, = 1/ Z?:pl p?, onde n, é o
numero de sementes analisadas e p; é a propor¢ao de sementes geradas
pelo pai i (BURCZYK; ADAMS; SHIMIZU, 1996b). O sucesso
reprodutivo de cada individuo masculino foi calculado pela expressao:
Syp = np;/nd onde np; ¢ namero de sementes polinizadas pelo pai i e
nd ¢ numero total de sementes com o doador de polen determinado.
Ap6s isso, correlagdes entre sucesso reprodutivo de individuos tidos
como pai com a variavel distdncia média de movimentacdo de pdlen
foram executadas, para verificar se individuos considerados mais
isolados tém menores efetividades no fluxo de pdlen. Além disso, foram
conduzidos testes de correlag@o entre o sucesso reprodutivo dos pais € o
diametro, afim de verificar se individuos maiores possuem maior
sucesso reprodutivo. Valores médios dos diametros dos individuos das
areas FSR e FECAYV sdo apresentados no Anexo 1.

A diversidade de pais encontrados para as sementes com
paternidade atribuida, foi verificada pelo indice de Shannon, com
equabilidade verificada pelo indice de Pielou (HARPER, 1999). Para
verificar a variacdo no sucesso reprodutivo foi realizada uma analise
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descritiva do nimero de sementes com paternidade determinada (NSPD)
para cada doador de pdlen, bem como, para os 10 individuos machos
que tiverem o maior sucesso reprodutivo dentre os putativos doadores
de pélen analisados.

3.2.3 Fluxo de polen e distincias de polinizacio

O fluxo génico critico (FGc), que ¢ a probabilidade de encontrar
um candidato compativel como pai dentro da populagdo, quando o
verdadeiro pai encontra-se fora da populagdo, foi calculado segundo
Dow e Ashley, (1998), FGo =1 — (1 — Pugxc) ™, em que Puge € 0
poder de ndo exclusdo (probabilidade de ndo excluir o verdadeiro
parental materno ou paterno de um individuo) determinado para o par de
parentes (pai e mae) e n ¢ o niumero de candidatos a pai encontrados
como putativos parentais paternos na analise de paternidade.

Como todos os machos e fémeas de dentro da parcela tiveram o
seu genotipo determinado e sua posi¢do espacial conhecida, as sementes
com o pai determinado foram utilizadas para determinar as distancias
efetivas minima, maxima e média de dispersdo de podlen, calculadas a
partir distdncia geografica (euclidiana) entre a planta mde e o pai
determinado. Na investigacdo sobre a existéncia de diferencas nas
distancias médias de polinizagdo das coortes de sementes avaliadas,
foram realizadas comparagdes dos intervalos de confianga, construidos
para as médias dos valores de distancia de cada coorte (a 95% de
significancia), calculados no programa PAST 3.0 (HAMMER;
HARPER; RYAN, 2001).

Nos casos em que o putativo pai ndo foi determinado, ndo foi
possivel calcular a distancia do polen, pelo fato do doador de polen estar
fora da amostra. Sendo assim, a taxa de imigragdo de pdlen () foi
entdo calculada como a propor¢do de sementes que ndo tiveram um
candidato a pai determinado dentro da parcela, (Mimigranee) €m relagdo ao
total de sementes genotipadas (nwiw) dentro da populagdo, M =
Aimigrante/Ttotas (BURCZYK; DIFAZIO; ADAMS, 2004).

A partir das sementes com paternidade determinada foi feita uma
analise descritiva para as variaveis de distancia de polinizagdo e taxa de
imigracdo de polen por planta mie. Para verificar a estrutura das
familias também foram feitas analises descritivas para o niamero efetivo
de doadores por planta mae e por populagao.

A érea de vizinhanca efetiva de polinizagdo (A¢p) foi calculada
tomando-se uma area circular em torno da arvore planta mae, Ae, =
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4nce? (LEVIN, 1988), onde ¢? € a variancia da dispersdo axial de polen.
E importante notar que o pardmetro A¢p corresponde a area circular em
que 63,2% a 86,5% dos doadores de poélen, que fertilizaram a planta
mae, devam estar localizados (LEVIN, 1988). O raio de polinizagéo

circular foi estimado como 1., = /A.p/3,1415 (AUSTERLITZ,;
SMOUSE, 2001).

3.2.4 Distribuicdo das distincias de polinizagio

Para comparar os resultados da distribuicdo de frequéncias de
distancias dos cruzamentos potenciais, aqui denominada de polinizagao
potencial, com a distribui¢do de frequéncias de distdncias dos
cruzamentos realizados, encontradas pela analise de paternidade,
denominadas de polinizagao efetiva, foi utilizado o teste de Komogorov-
Smirinov (PRESS et al., 1992), com significncia do teste estimada de
com 9999 permutagdes. Foram realizados analises de correlagdo de
Pearson para verificar possiveis associa¢des entre as variaveis de fluxo
de polen. Neste caso, as variaveis testadas foram: 1) distdncia média de
movimentagdo de pdlen por planta mae; 2) niimero efetivo de doadores
de polen e 3) distdncia média para cruzamentos potenciais. Essas
andlises foram computadas no programa PAST 3.0 (HAMMER;
HARPER; RYAN, 2001).

3.3  RESULTADOS
3.3.1 Determinacio de paternidade e fluxo de polen

Das 1598 sementes submetidas ao teste de paternidade, foram
encontrados os pais de 184 sementes para 2015 FSR, 192 para 2016
FSR, 206 para 2017 FSR e 116 para 2017 FECAV. Os numeros de
sementes com pai determinado para cada planta mae com as respectivas
medidas descritivas de movimentagcdo de polen estdo sumarizados nas
Tabelas 10, 11, 12, 13 e 14. O fluxo génico criptico (FGc¢) encontrado
para as andlises de paternidade realizadas foi de 5,36x10”7 para 2015
FSR, 3,87x107 para 2016 FSR, de 4,9 x107 para 2017 FSR e 1.03 x10¢
para 2017 FECAV. Todas as atribui¢des de paternidade computadas
pelo programa CERVUS 3.0 ficaram dentro do nivel de confianga
restrito (95%).
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Tabela 10 - Nimero de sementes com paternidade determinada (NPD), Taxa de
imigragdo de polen (1), Distancia média de movimentagdo do polen (Dy),
Desvio padrdo (DP), Distdncia maxima de fluxo de pdlen (Dmax), Distancia
minima de fluxo de pélen (Dmin) e Intervalos de confianga Superior ¢ Inferior
(IC.Inf/IC.Sup.), de 16 plantas de uma populacdo de Araucaria angustifolia em
paisagem de campo (FSR), avaliadas em 2015, no municipio de Lages-SC.

Planta méae NPD m Dy (m) DP Dumix. (m) Duin (m) IC.Inf. IC.Sup.
Aal 3 0,88 218,2 92,68 274,23 111,20 113,30 323,06
Aa2 14 0,44 81,1 147,59 540,87 10,85 3,78 158,41
Aa3 10 0,60 54,1 124,48 408,32 12,33 -23,09 131,22
Aad 19 0,24 61,1 160,91 544,40 7,36 -11,30 133,41
Aa5 22 0,12 30,6 100,84 482,05 9,08 -11,55 72,72
Aab 16 0,36 36,4 52,55 226,17 4,76 10,64 62,14
Aa7 14 0,44 435 52,03 212,63 8,61 16,25 70,76
Aa8 5 0,80 229,2 140,37 394,89 118,96 106,12 352,20
Aa9 10 0,60 236,6 57,92 314,73 164,17 200,71 272,51
Aal0 7 0,72 208,1 222,51 450,36 26,59 43,26 372,93
Aall 9 0,64 230,7 228,67 552,89 5,56 81,27 380,08
Aal2 2 0,92 262,8 316,54 486,63 38,98 -175,89 701,51
Aal3 19 0,24 63,3 106,57 497,14 7,10 15,41 111,25
Aal4 15 0,40 56,5 58,64 240,54 25,37 26,81 86,16
Aal5 10 0,60 2674 196,19 544,68 10,05 145,82 389,02
Aal6 9 0,64 316,9 112,82 522,80 215,02 243,16 390,58

Geral 11,5 0,54 111,42 155,51 552,89 4,76 127,30 172,24

*Valores negativos para IC.Inf. devem ser interpretados como zero.
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Tabela 11 - Namero de sementes com paternidade determinada (NPD), Taxa de
imigracio de pélen (), Distdncia média de movimentacdo do pdlen (DY),
Desvio padrao (DP), Distancia maxima de fluxo de pélen (Dmax), Distancia
minima de fluxo de pélen (Dmin) e Intervalos de confianga Superior e Inferior
(IC.Inf/IC.Sup.), de 18 plantas de uma populagio de Araucaria angustifolia em
paisagem de campo (FSR), avaliadas em 2016, no municipio de Lages-SC.

Matriz NPD! m Dy (m) DP Dmax (m) Dmin(m)  IC,Inf. IC,Sup.
Aal 10 0,60 168,48 95,51 274,90 21,02 109,28 227,68
Aa2 13 0,48 213,58 180,18 514,75 10,87 115,63 311,53
Aa3 10 0,60 214,68 217,30 593,73 12,30 80,00 349,37
Aad 16 0,36 163,17 232,38 562,09 7,21 49,30 277,04
Aa5 13 0,48 112,60 159,86 503,37 9,06 25,70 199,50
Aab 10 0,60 133,18 198,27 485,58 8,09 10,29 256,07
Aa7 13 0,48 81,37 141,41 424,88 4,50 4,49 158,24
Aag 8 0,68 295,92 184,70 511,39 35,23 167,93 42391
Aa9 3 0,88 286,36 190,09 405,04 67,10 71,25 501,47
Aal0 14 0,44 187,39 211,59 484,02 26,49 76,55 298,23
Aall 8 0,68 324,82 215,97 502,00 5,51 175,16 474,48
Aal2 10 0,60 432,85 142,84 581,63 88,71 344,32 521,38
Aal3 10 0,60 428,43 53,17 446,50 277,29 395,47 461,38
Aal4 16 0,36 342,27 191,28 565,12 14,68 248,54 435,99
Aal5 10 0,60 344,46 203,36 556,38 49,61 218,42 470,50
Aal6 7 0,72 356,46 114,58 478,95 210,65 271,58 441,35
Aal7 8 0,68 360,96 204,14 563,59 85,18 219,50 502,42
Aal4s 13 0,48 303,05 152,01 514,44 110,08 220,41 385,68
Geral 10,7 0,57 251,96 201,89 593,73 4,50 223,41 280,52

*Valores negativos para IC.Inf. devem ser interpretados como zero.
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Tabela 12 - Nimero de sementes com paternidade determinada (NPD), Taxa de
imigracio de pélen (), Distdncia média de movimentacdo do pdlen (DY),
Desvio padrdo (DP), Distdncia maxima de fluxo de pdlen (Dmax), Distancia
minima de fluxo de pélen (Dmin) e Intervalos de confianga Superior ¢ Inferior
(IC.Inf/IC.Sup.), de 18 plantas de uma populacdo de Araucaria angustifolia em
paisagem de campo (FSR), avaliadas em 2017, no municipio de Lages-SC.

Planta mae NPD m Dy (m) DP Dmax (m) Dmin(m)  IC,Inf. IC,Sup.
Aal 8 0,68 77,52 87,62 259,65 21,02 16,80 138,24
Aa2 8 0,68 135,12 210,78 480,39 10,87 -10,95 281,18
Aa3 10 0,60 175,61 243,20 631,98 12,30 24,88 326,35
Aad 17 0,32 19,45 44,87 192,94 7,21 -1,88 40,78

Aa5 10 0,60 40,13 62,19 206,35 9,06 1,59 78,68

Aab 14 0,44 66,75 94,38 258,47 8,09 17,31 116,19
Aa7 17 0,32 118,33 108,87 362,30 35,95 66,58 170,09
Aa8 8 0,68 106,08 81,94 283,50 35,51 49,30 162,86
Aa9 4 0,84 181,48 92,12 314,51 108,83 91,19 271,76
Aal0 12 0,52 27,55 3,68 39,23 26,49 25,47 29,63

Aall 17 032 5,51 0,00 5,51 5,51 5,51 5,51

Aal2 8 0,68 102,59 204,07 581,63 7,77 -38,83 244,00
Aal3 18 0,28 49,58 110,58 489,99 15,06 -1,51 100,67
Aal4 21 0,16 52,11 37,53 123,50 25,50 36,05 68,16

Aals 11 0,56 143,14 116,11 408,36 10,04 74,52 211,75
Aal6 8 0,68 343,15 135,77 529,70 219,38 249,07 437,24
Aal7 4 0,84 265,90 260,46 637,45 29,16 10,64 521,15
Aal4s 11 0,56 375,97 138,06 497,16 134,58 29438 457,56
Geral 11,44 0,54 104,78 201,89 637,45 5,51 77,21 132,35

*Valores negativos para IC.Inf. devem ser interpretados como zero.
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Tabela 13 - Nimero de sementes com paternidade determinada (NPD), Taxa de
imigracio de pélen (), Distdncia média de movimentacdo do polen (DY),
Desvio padrdo (DP), Distdncia maxima de fluxo de pélen (Dmax), Distancia
minima de fluxo de pélen (Dmin) e Intervalos de confianga Superior ¢ Inferior
(IC.Inf/IC.Sup.), de 12 plantas de uma populacdo de Araucaria angustifolia em
paisagem de campo (FECAV), avaliadas em 2017, no municipio de Lages-SC.

Planta mie NPD m Dy (m) DP Dmax (m) Dmin(m)  IC,Inf. IC,Sup.
BCO05 16 0,36 39,80 16,91 67,90 7,07 4,23 31,52
BC09 7 0,72 41,48 31,29 76,32 10,05 11,83 18,30
BC10 12 0,52 48,54 47,98 183,35 16,16 13,85 21,39
BCI15 9 0,64 142,25 39,45 159,21 37,12 13,15 116,47
BC20 11 0,56 41,33 37,32 136,46 8,00 11,25 19,28
BC29 17 0,32 16,30 25,00 103,24 8,00 6,06 4,41
BC32 1 0,96 121,20 - 121,20 121,20 - -
BC40 11 0,56 52,21 53,93 154,26 8,00 16,26 20,34
BC42 12 0,52 69,23 57,88 134,63 7,00 16,71 36,48
BC46 6 0,76 122,17 67,24 184,71 9,49 27,45 68,37
BC47 8 0,68 73,02 30,06 134,42 50,54 10,63 52,19
BC54 6 0,76 53,65 42,23 107,21 11,66 17,24 19,86
Geral 9,7 0,58 57,64 52,16 184,71 7,00 48,15 67,13
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Tabela 14 - Nimero de sementes com paternidade determinada (NPD), Taxa de
imigracio de pélen (), Distdncia média de movimentacdo do pdlen (DY),
Desvio padrdo (DP), Distdncia maxima de fluxo de pdlen (Dmax), Distancia
minima de fluxo de pélen (Dmin) e Intervalos de confianga Superior ¢ Inferior
(IC.Inf/IC.Sup.), de 18 plantas de uma populacdo de Araucaria angustifolia em
paisagem de campo (FSR), avaliada por trés anos (2015, 2016 ¢ 2017), no
municipio de Lages-SC.

Planta mae NPD m Dy (m) DP Dmix (m) Dmin(m)  IC,Inf. IC,Sup.
Aal 23 0,69 175,33 121,12 398,22 21,02 103,68 246,99
Aa2 32 0,57 137,06 186,82 484,16 26,49 89,57 184,54
Aa3 34 0,55 142,80 210,67 559,13 5,51 94,80 190,80
Aad 20 0,73 278,25 244,04 617,37 7,77 156,30 400,20
Aas 50 0,33 92,92 148,06 497,14 7,10 67,16 118,67
Aab 57 0,24 79,54 106,62 481,26 5,30 58,89 100,18
Aa7 27 0,46 310,50 178,987 550,32 31,33 193,38 427,62
Aa8 33 0,56 219,59 169,805 544,68 10,04 144,66 294,51
Aa9 26 0,65 336,50 117,969 529,70 172,95 207,15 465,84

Aal0 12 0,76 330,77 207,253 637,45 29,16 143,62 517,93
Aall 37 0,51 155,44 185,897 540,87 10,00 105,35 205,52
Aal2 36 0,52 172,16 206,193 631,98 12,30 115,92 228,39
Aal3 53 0,29 87,44 180,898 574,17 7,21 63,90 110,98
Aal4 48 0,36 83,94 149,278 553,45 9,06 60,19 107,69
Aal5 41 0,45 74,79 121,449 485,60 4,76 51,90 97,69
Aal6 48 0,36 96,87 118,67 396,03 8,61 69,47 124,28
Aal7 23 0,69 185,92 119,01 444,86 35,51 109,94 261,90
Aal48 20 0,73 214,80 60,87 314,73 108,83 120,66 308,94
Geral 34,44 0,53 155,22 176,42 637,45 5,51 63,26 237,60

De acordo com as analises de paternidade realizadas, a distancia
de polinizag@o minima na area FSR foi de 4,8 m (em 2016) e maxima de
637,45 m (em 2017). A maior distancia média de movimentagdo de
poélen foi verificada no ano de 2016 na FSR (251,96 m) e a menor no
ano de 2017, na area FECAV (57,54 m). As distancias médias de
polinizacdo somente ndo diferiram significativamente entre si nos anos
de 2015 ¢ 2017 na area FSR.

Para ambas as areas, pouco mais do que a metade do fluxo de
pélen (54% em 2015 FSR, 57% em 2016 FSR, 54% em 2017 FSR e
58% 2017 FECAYV) foi caracterizado como imigracao, isto €, oriundo de
fora das parcelas avaliadas. A taxa de imigracdo foi bastante variavel
entre plantas mae; em 2015 FSR essa taxa variou de 0,12 a 0,92, em
2016 FSR variou de 0,36 a 0,88, em 2017 FSR de 0,32 2 0,96 e em 2017
FECAYV essa variagdo foi de 0,32 a 0,96.
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Os valores de N, por planta mae e por populagdo estdo descritos
na Tabela 15. Ao analisar em conjunto os trés anos de avaliagdo da area
FSR foi verificado que existe correlagdo positiva (r = 0,60; p = 0,007)
entre o nimero efetivo de doadores de pdlen (Nep) e os valores de
distancia média de movimentagdo de polen por planta mae (Dy). Por
outro lado, correlagdo negativa (r = -0,68; p = 0,001) foi verificada entre
Nep € 0s valores médios das distancias dos cruzamentos potenciais (D).
Foi verificado também a correlagdo ndo significativa (r = 0,05; p =
0,817) entre os valores de D. e de Dy, por planta mie. Na area FECAV
foram verificadas correlagdes ndo significativas entre os valores médios
de Dy € Nep (r =-0,36; p=0,23), de Nep e De (r=0,11; p=0,72) e de D.
e Dy (r=0,18; p=0,55).

Tabela 15 - Numero efetivo de doadores de pdlen (N¢p) por planta mée e por
populacdo determinadas por analise de paternidade de sementes em diferentes
anos de avaliacdo em duas populacdes de Araucaria angustifolia no municipio

de Lages - SC.

Planta Mae FSR 2015 FSR 2016 FSR 2017 FSR Geral | Planta Mée FECAV 2017
Aal 3,0 8,3 40 13,6 Bes 7,11
Aa2 2,7 9,9 4,0 6,7 Bc9 3,77
Aa3 2.2 6.3 56 7,7 Bcl0 424
Aad 1.4 49 23 2.8 Bel$ 1,59
Aas 11 43 24 23 Bc20 8,07
Aab 2,6 2,5 43 48 Bc29 0,54
Aa7 5.2 34 2,6 4.6 Be32 1,00
Aag 36 8,0 53 16,0 Be40 8,07
Aa9 7.1 3,0 4,0 16,7 Be42 4,50
Aal0 33 2.8 12 22 Be46 4,50
Aall 54 6,4 1 2,5 Be47 3,20
Aal2 2,0 10,0 1,7 77 Bes4 4,50
Aal3 7.7 1.9 40 11,9

Aal4 03 8,5 3,7 9,4

Aal5s 10,0 6,3 7.1 18,5

Aal6 6,2 7,0 8,0 17,8

Aal7 - 8,0 40 103

Aal4g - 113 6,4 14,9

Sj;ﬂg:s 9.8 30,1 22,0 28,0 153
IC superior (95%) 3,6 15,8 118 12,8 9,7
IC inferior (95%) 105,8 78,9 58,4 90,0 41,1
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3.3.2 Variacio no sucesso reprodutivo

Dos 118 supostos pais submetidos a andlise de paternidade, na
area FSR, o niimero de individuos atribuidos como verdadeiro pai de
pelo menos uma semente foi de 103 (87%), ao considerar os trés anos
avaliados em conjunto. Especificamente, no ano de 2015 esse numero
foi de 60 (51%), em 2016 foi de 76 (64%) e em 2017 de 61 (52%). Do
total dos individuos atribuidos como pais na area FSR (103), 32 deles
(27%) participaram de um unico evento reprodutivo, 47 (40%)
participaram de dois eventos reprodutivos e 24 (20%) participaram dos
trés eventos reprodutivos. O niimero de individuos que ndo foram
atribuidos como pai em nenhum dos eventos reprodutivos foi de 15
(13%), dos quais, nove foram classificados como indeterminados e seis
como machos. Na area FECAV, dos 40 possiveis pais, 29 (72%) foram
atribuidos como pais de pelo menos uma semente. Dos 11 ndo
atribuidos como pais cinco foram classificados como macho e seis como
indeterminados. Dessa forma, em ambas as areas, algumas das plantas
classificadas como macho nao foram atribuidos como pais e algumas
das plantas classificadas como indeterminados foram atribuidos como
pais de pelo menos uma semente, ou seja, poderiam ser considerados
como machos.

Do total de atribui¢des de paternidade feitas durante os trés anos
de avalia¢do na area FSR o numero de pais que fertilizaram apenas uma
semente foi de 21 (20%) e de 26 (22%) que fertilizaram duas sementes.
Esses resultados tomados em conjunto representam quase a metade das
atribuicdes feitas. Nos anos de 2015, 2016 e 2017 o numero de pais que
fertilizaram apenas uma semente foi de 33 (55%), 37 (49%) e 34 (56%),
respectivamente. Na area FECAV 29 pais (31%), fertilizaram uma tnica
semente e cinco pais (17%) fertilizaram duas sementes apenas.
Caracteristicas do sucesso reprodutivo e de movimentagdo de pdlen dos
10 individuos que foram atribuidos como pai do maior numero de
sementes, na area FSR em 2015, 2016 ¢ 2017 e na area FECAV em
2017, estdo descritos nas Tabelas 16 e 17.
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Tabela 16 - Nimero de sementes com paternidade atribuida (NSPA), distancias
média (Dy), minima (D) € maxima (Dmsy) € Sucesso reprodutivo (S;p) das 10

arvores com maior numero de atribui¢des de paternidade de sementes de
Araucaria angustifolia, nos anos de 2015, 2016 e 2017 para duas areas

avaliadas.

Ano  Individuo NSPA Dy (m)  Diin (m) Dinax (m) Sw (%)
Aa25M 54 2332 736 481,59 2935
Aa72M 12 115,67 19,67 522,80 6,52
Aal3ll 8 3290 32,90 32,90 435
Aal9M 6 37,79 4,76 143,43 3,26

2 Aal34M 5 15748 15,03 486,63 272

; Aa3IM 5 14,09 8,61 36,04 2,72

S AaSTM 5 121,64 26,59 489,47 272
Aall9M 4 38,84 38,84 38,84 2,17
Aal28M 4 3142 3142 31,42 2,17
Aal80M 4 103,73 202,60 25,37 2,17
Geral 184 11,42 476 552.89
Aa25M 21 250,35 7,21 461,27 10,94
Aa27M 14 119,66 849 472,65 7,29
Aa20M 10 154,70 8,09 496,79 5,21

© Aa3IM 10 183,14 35,95 563,59 5,21

= Aa87M 8 26,49 26,48 26,485 4,17

;' Aa33M 6 131,27 67,10 441,03 3,13

g AaloM 5 85,67 450 207,41 2,60
Aad0M 5 19340 5785 536,98 2,60
Aall4l 4 346,42 154,01 461,60 2,08
Aa24M 4 364,49 25,43 505,72 2,08
Geral 192 223,06 5,30 617,37
Aa8SM 24 7.48 39.23 551 11,65
Aa25M 20 10,47 35,23 7,21 9,71
Aal34M 14 4681 211,55 15,06 6,80
Aa3lM 11 4435 128,36 35,95 5,34

S AsM 1 2649 2649 26,49 5,34

; Aal33l 9 57,43 390,09 15,85 4,37

S Aal2M 7 21501 522,75 19,73 3,40
Aa45M 7 73,16 143,48 21,02 3,40
Aa27M 7 9,58 12,30 8,49 3,40
Aal51M 6 241,43 472,81 10,04 2,91
Geral 206 104,18 637,44 551
BC27M,B 15 9,22 26,25 8,00 12,93
BC661B 13 6326 18335 7,00 11,21
BCI12M,B 12 25,47 42,20 16,16 10,34

~  BC44LB 9 132,96 154,84 9,49 7,76

& BC6IM,B 7 60,40 127,01 36,40 6,03

Z  BCSTLB 6 5502 108,17 11,66 5,17

LLLI) BC671,B 6 105,06 184,71 30,27 5,17

£ BC2SLB 5 45,43 90,43 8,00 431
BC681,B 4 113,24 154,26 70,29 3,45
BC23LB 4 42,09 5456 8,06 3,45
Geral 116 64,62 184,7 7,00
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Tabela 17 - Nimero de sementes com paternidade atribuida (NSPA), distancias
média (Dy), minima (D) € maxima (Dmsy) € Sucesso reprodutivo Sy, das 10
plantas com maior nimero de atribui¢des de paternidade para o conjunto de
sementes de Araucaria angustifolia, analisadas ao longo dos anos de 2015,
2016 € 2017 na 4rea FSR.

Ano  Individuo NSPA Dy (m) Dumix (M) Dimin (m) Sip (%)
Aa25M 95 28,32 512,17 7,21 15,32
Aa85M 31 51,87 48848 5.51 5,00
~ Aa3IM 26 93,53 479,12 8,61 4,19
S A2mM 25 19,12 180,00 8,47 403
S AsM 24 81,65 489,95 26,49 3.87
‘?'n Aa72M 21 139,94 522,80 19,67 3,39
2 Aal4M 20 36,44 486,63 15,03 323
g Aa20M 20 68,65 486,14 8,09 3,23
= Aal33l 12 92,82 390,09 15,85 1,94

AaloM 1 151,49 479,83 476 1,77

Geral 620 150,42 637,44 4,76

No ano de 2015 o conjunto dos 10 pais (dentre aqueles
identificados) com maior sucesso reprodutivo, juntos doaram polen para
58% das sementes da area FSR. Esse mesmo conjunto, no ano de 2016,
doou poélen para 45% das sementes ¢ em 2017 doou para 56% das
sementes. Na area FECAV o conjunto dos 10 pais com maior sucesso
reprodutivo contribuiu com a formagdo de 69% das sementes.

Na area FSR foram verificadas correlagdes negativas
significativas entre o numero de sementes atribuidas e a distancia média
de movimentagdo de poélen, para cada individuo determinado como pai
nos anos de 2015 (p<0,05), 2016 (p<0,01) e 2017 (p<0,01). No entanto,
foram encontradas correlagdes ndo significativas quando consideradas
apenas as 10 plantas doadoras de poélen de maior sucesso reprodutivo,
em todos anos (p>0,05). Na area FECAV, essas correlagdes ndo foram
significativas (p>0,05). Esses resultados demonstram que para as 10
plantas de maior sucesso reprodutivo da area FSR e para FECAV de
maneira geral, o nimero de sementes atribuidas para cada pai, ndo tem
correlacdo com a distancia média de movimentacdo de pdlen por pai. A
correlagdo entre o didmetro dos pais e o sucesso reprodutivo foi
significativa e positiva nos anos de 2015 (r =0,24 ; p = 0,031), 2016 (r=
0,25; p = 0,026), 2017 (r = 0,39; p = 0,001) e também nos trés anos
avaliados em conjunto (r =0,31 ; p = 0,0004), na area FSR. No entanto,
de maneira geral as correlagdes encontradas foram fracas. Correlacdes
ndo significativas foram verificadas ao analisar as 10 plantas de maior
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sucesso reprodutivo (r = -0,14; p = 0,68). Correlagdes ndo significativas
entre o didmetro e o sucesso reprodutivo de plantas macho também
foram encontradas na area FECAV (r = 0,34; 0,065).

A distribuicdo do numero de sementes com paternidade atribuida
e a diversidade de pais observados para cada evento reprodutivo estdo
descritos na Tabela 18.

Tabela 18 - Distribui¢@o da diversidade de pais por local, determinados por
analises de paternidade de coortes de sementes de Araucaria angustifolia em
paisagens de campo.

N P D (IC) H’ (IC) 1(1C)

2015FSR 184 60 0,102 (0,065-0,138) 3,272 (3,042 -3,503) 0,799 (0,754 - 0,845)
2016 FSR 192 76  0,033(0,023-0,043) 3,897 (3,738-4,057) 0,9 (0,874 - 0,926)

2017 FSR 206 61 0,045 (0,035 - 0,056) 3,539 (3,381 -3,696) 0,861 (0,835 - 0,887)
Geral FSR 620 106  0,03576 (0,031 - 0,044) 4,002 (3,817 - 4,014)  0,8581 (0,837 - 0,874)
2017

FEcay 11629 0,065(0,049-0,081) 2,999 (2,836-3,163) 0,891 (0,856 - 0,926)

N: nimero de sementes com paternidade determinada; P: nimero de pais
atribuidos; D: Dominancia; H’: Indice de Shannon; J: Equabilidade; IC:
Intervalo de confianga.

O resultado grafico da distribuicdo de frequéncias de distancias
dos cruzamentos potenciais (plantas mde versus supostos pais) com a
distribuicdo de frequéncias de distdncias dos cruzamentos realizados
(plantas mae versus pai determinado), em ambas as areas analisadas,
esta representado nas Figuras 6 e 7. Em todas as classes de distincia
potenciais foi verificado a presenga de cruzamentos. Nos anos de 2015 e
2017 na area FSR cerca de 60 % da polinizacdo efetiva ocorreu entre
plantas com distancias at¢ 50 m. Em contrapartida, em 2016, apenas
30% da polinizagdo ocorreu na classe de 50m.
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Figura 6 — Frequéncia das distancias potenciais de polinizagdo (distancias entre
pares de plantas) e polinizagdes efetivas nos anos de 2015, 2016 e 2017 na area
FSR, presente em uma populagio de Araucaria angustifolia em paisagem de
campo.
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Figura 7 — Frequéncia das distancias potenciais de polinizacdo (distancias entre

pares de plantas) e polinizagdes efetivas no ano 2017 na darea FECAYV, presente
em uma populacdo de Araucaria angustifolia em paisagem de campo.
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O teste de Komogorov-Smirinov (K-S) para as distribuigdes de
frequéncias por classe de distincia feito para polinizacdo potencial e
polinizacdo efetiva da area FSR demonstrou que essas distribui¢des
foram diferentes no ano de 2015 (D = 0,64; p = 0,005) ¢ 2017 (D =0,57;
p = 0,017), porém néo diferiram no ano de 2016 (D = 0,35; p = 0,285).
Na comparagdo entre anos, feitas para a distribui¢do da polinizagéo
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efetiva, o ano de 2016 diferiu dos demais (D2o15x2016 = 0,50; p = 0,04;
D2ot6x2017 = 0,5; p = 0,048), porém, o ano de 2015 nao diferiu de 2017
(D2o15x2017 = 0,28; p = 0,58). Ainda na FSR, a area de vizinhanca efetiva
de polinizacdo (A¢p) foi de 30,4 ha em 2015, 51,2 ha em 2016 e 27,8 ha
em 2017. O raio de polinizagdo circular (rep) em 2015 foi de 311,0 m,
em 2016 foi de 403,8 m e em 2017 foi de 297,6 m.

Na area FECAYV os valores encontrados de Ay € 1ep foram de 3,4
ha e 104,3 m, respectivamente. O teste K-S demonstrou que as
distribui¢des de frequéncias por classe de distancia feito para
polinizacdo  potencial e polinizagdo efetiva ndo  diferem
significativamente entre si na area FECAV (D = 0,50; p = 0,25). Na
comparagdo entre areas no ano de 2017, feita com intervalos de classe
de 25 m, para as classes de 0 a 200 de acordo com as classes atribuidas
no ano de 2017 para FECAV (Figura 7), o teste K-S revelou nao haver
diferengas significativas entre as distribuigdes de frequéncias da
polinizacdo efetiva entre FSR e FECAV (D= 0,5; p = 0,27).

3.4 DISCUSSAO
3.4.1 Movimentacgao de pélen e taxa de imigracio

O nivel de fluxo génico criptico encontrado neste estudo, de
maneira geral, foi suficientemente baixo, a ponto de ser considerado
desprezivel no presente estudo.

Taxas de imigragdo de polen - A alta propor¢ao de fluxo génico
mediado pelo pélen oriundo de fora das parcelas avaliadas neste estudo
(0,54 — 0,58), se manteve similar ao logo dos anos e locais avaliados, ¢
ainda com valores da propor¢ao de imigracao de pdlen consistentes com
os maiores valores encontrados em estudos prévios de fluxo génico
realizados em Araucaria angustifolia (Tabela 19). Medina-Macedo et al.
(2015) estudando o fluxo de pdlen de populagdes de Araucaria
angustifolia dentro de uma floresta conservada e em arvores isoladas em
uma area aberta proxima, encontraram o doador de polen para 268
sementes (74%), das 364 sementes amostradas dentro da floresta. Em
arvores espacialmente “isoladas” e em area aberta, das 210 sementes
amostradas o pai foi encontrado para 169 (80%). Esses autores
consideram que os valores representam uma quantidade substancial de
imigracdo de pdlen tanto para area de floresta (26%), quanto para a area
aberta (20%). Contudo, as expressivas taxas de fluxo de polen
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encontradas no presente estudo contribuem para o aumento do tamanho
efetivo da populagio e a introdugdo de novos alelos, via fluxo de polen,
de fora da populacdo, conforme ja relatado no Capitulo I, contribui para
a preservacdo da diversidade genética na populacdo (SEBBENN et al.,
2011).

Tabela 19 - Caracteristicas da area de estudo e taxa de imigra¢ao de polen
encontrados em estudos de analise de paternidade de sementes de Araucaria

angustifolia.

Area de estudo Taxa de Imigragao de polen Autores
Fragmento florestal (5,4 ha) 10% Bittencourt; Sebbenn, 2007
Floresta conservada (14 ha) 54% Bittencourt; Sebbenn, 2008
Floresta conservada (5,1 ha) 6% Sant’Anna et al, 2013
Area de campo e capdes (9 ha) 23% Cristofolini, 2014

Capdes em area de campo e em
reflorestamentos (3,5 e 3,7 ha)
Floresta conservada e area aberta (7 ha) 20% a 26% Medina-Macedo et al, 2015

Areas de campo com capdes e arvores

46% e 36% Costa, 2015

o . .
isoladas (70,6 ha) 11% Cristofolini, 2017
Area de campo com capdes e arvores

54% a 57% P te estud
isoladas (43 ha — trés anos avaliados). o8>/ resente estudo
Area de campo com capdes (2 ha) 58% Presente estudo

Em uma ampla revisdo sobre analises de paternidade e parentesco
em plantas, Ashley (2010) constatou que nas espécies polinizadas pelo
vento a taxa de imigracdo de pdlen é geralmente alta, com base em pelo
menos 20 estudos que apresentaram valores acima de 20% e média geral
de 44% de pdlen imigrante. Pesquisas sobre fluxo de pdlen em outras
populagdes naturais de espécies de arvores também revelaram altas
taxas de imigragdo, como por exemplo, em Symphonia globulifera com
a taxa de imigracdo de polen de 49% (CARNEIRO et al., 2009) e de
61,3% em Theobroma cacao (SILVA et al., 2011). Para o fluxo génico
se tornar uma eficiente forga contrapondo os efeitos genéticos negativos
da fragmentacdo de habitats, esta deve ndo somente sustentar elevadas
taxas ao longo dos anos, mas também ser qualitativamente diversa
(BACLES; ENNOS, 2008).

Além das altas taxas de imigrac¢do de polen, espécies polinizadas
pelo vento também podem apresentar uma alta variacdo na imigracao de
pélen. Na revisao feita por Ashley (2010) os estudos indicaram que a
taxa de imigrag@o de polen tem uma amplitude que vai de 4,3 a 91%. A
elevada amplitude de variagdo da taxa de imigracdo de podlen entre
plantas médes também foi encontrada pelo presente estudo, em todas as
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situagdes avaliadas (Tabelas 10, 11, 12, 13 e 14). Além disso, foi
observado que o padrdo de plantas mie com as maiores € menores taxas
de imigracdo ndo se repete ao longo dos anos avaliados, o que pode
caracterizar um fendomeno aleatdrio a nivel individual. Resultados
similares foram encontrados em Salix cinerea, uma planta dioica e
polinizada preferencialmente por insetos, demonstram que os niveis
individuais de pdlen imigrante em plantas mde (oriundo de pais a 500 m
de distancia), variaram de 8% a 92%, indicando que cada planta mae
coletada estava de alguma forma reprodutivamente conectada, mesmo
que em diferentes niveis, com plantas macho de fora de seu local de
origem (HOPLEY; ZWART; YOUNG, 2015). Lander et al. (2010)
também verificaram ampla variag@o nas taxas de imigragdo de polen (12
— 96%), em populagdes de Gomortega keule, espécie ameacada de
ocorréncia natural no Chile, indicando que pesquisas sobre estes fatores
sdo valiosas para entender a conectividade genética na escala da
paisagem.

Distdncias de movimentag¢do de polen — Ao longo dos trés anos
avaliados na area FSR a distancia média de dispersdo de podlen foi de
176,43 m, com maximo de 637,45 m, enquanto que na area FECAV
esses valores foram de 57,64 m e 184,7 m, respectivamente. Na
comparagdo entre areas, as distancias médias de movimentagdo de polen
maiores na area FSR, comparativamente a area FECAV, possivelmente
se devem ao fato das diferencas no padrao de distribuicdo espacial dos
individuos (ver Figuras 6 ¢ 7), aliado as diferengas nas areas amostradas
e, consequentemente, na densidade de individuos.

Os valores de distdncia de dispersdo de pdlen encontrados no
presente estudo representam apenas uma pequena parte da escala em que
a movimentacdo de podlen pode alcancar para A. angustifolia, pois
distancias de fluxo de polen acima de 2 km ja foram encontrados para a
espécie (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007). No entanto, a
movimentagdo de pélen em uma escala de paisagem, para espécies que
atingem longas distancias de dispersao de polen, como a A. angustifolia,
¢ dificil de ser mensurada. Todavia, o objetivo do presente estudo nao
previa detectar longas distancias de dispersdo, mas detectar em escala
fina a varia¢do que ocorre no fluxo de pdlen da espécie. Diferengas nas
distancias de dispersdo de polen em plantas de Araucaria angustifolia,
presentes em areas de campo, podem afetar diretamente os niveis de
fluxo génico entre as populagdes e, consequentemente, o tamanho
efetivo da populacdo. Quanto maiores as distdncias de dispersdo de
pblen maiores sdo as possibilidades de trocas genéticas e a ampliagdo do
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fluxo génico, contrapondo efeitos negativos de cruzamentos
correlacionados, baixo tamanho efetivo e diferenciagdo entre populagdes
préximas. Assim, se uma propor¢do substancial de polen ¢ dispersa a
curtas distancias, cruzamentos entre aparentados irdo ocorrer
inevitavelmente (BITTENCOURT; SEBBENN, 2009).

Extensas distancias de dispersdo de podlen, em populagdes
remanescentes e dispersas e arvores espacialmente isoladas na
paisagem, parecem desempenhar um papel vital na manutengdo da
diversidade genética, da conectividade e da baixa divergéncia genética
entre populacdes, reduzindo o risco de depressdo por endogamia e
extingdo local (LANDER; BOSHIER; HARRIS, 2010). Em termos de
movimentagdo de pdlen o ano de 2016 foi o que apresentou maior
sucesso nas trocas genéticas. Possivelmente as maiores distancias de
polinizagdo verificadas para este ano possibilitaram uma contribui¢io
maior ¢ mais diversa de pais (Tabela 18). O que teve um reflexo que
pode ser observado também na diversidade das sementes que também
foi maior para o ano de 2016 (ver Capitulo I). Contudo, as diferengas
encontradas entre os anos demonstram que a variagdo temporal na
dispersdo de pélen ¢ um importante fator que pode contribuir com
manutengdo da diversidade genética e no progresso do processo
evolutivo das populagdes.

O resultado do teste de comparagdo das distribuigdes de
frequéncia das distdncias de movimentacdo de poélen, revelou que nos
anos de 2015 e 2017 as distancias da polinizagdo efetiva nio sao
dependentes das distancias de polinizagdo potencial (machos vs plantas
mae). Entretanto, isso ndo ocorreu no ano de 2016, onde a distribuigdo
da polinizagdo efetiva aderiu a distribuicdo da polinizagdo potencial.
Neste mesmo ano, maiores distdncias médias de polinizagdo foram
encontradas, juntamente com maiores valores de area de polinizagdo
circular e raio de polinizagdo, indicando que os cruzamentos entre
individuos (deme-panmitica), foi maior no ano de 2016. Esses
resultados demonstram, primeiramente, que o padrdo de movimentagdo
de poélen ¢é dinamico, podendo ora ndo depender do padrio de
distribui¢do dos individuos ou se tornar dependente dele devido a
variacdo do fluxo de pdlen ao longo dos anos e se tornar. Essa
caracteristica da movimentagdo de podlen ¢ extremamente importante,
pois possibilita ao longo dos anos maiores possibilidades de trocas
genéticas por meio do polen, devido ao fato de terem sido encontradas
maiores diferencas na distribui¢do da movimentac¢ao do pélen entre anos
do que entre locais em um mesmo ano.
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3.4.2 Numero efetivo de doadores de pdlen

Os valores do numero efetivo de doadores de polen (Nep),
encontrados por determinagdo direta da paternidade das sementes a nivel
de populacdo (Tabela 15), foram condizentes com os valores Ngp
encontrados a partir das analises de sistema reprodutivo (analises
indiretas), apresentada no Capitulo I (Tabela 9). No entanto, os valores
de N¢ determinados por analise de paternidade, ndo foram
significativamente diferentes entre os anos. Apesar disso, o valor de N,
do ano de 2016 da area FSR foi trés vezes mais alto que o N, estimado
na mesma area no ano de 2015. Possivelmente, diferengas ndo foram
detectadas a nivel de populacdo pela elevada amplitude do intervalo de
confianga da estimativa, causada pela alta variagdo existente nos valores
de Nep. Além disso, o método direto considera no calculo somente as
sementes com paternidade atribuida, consequentemente, as estimativas
geradas ndo atingem valores maiores do que o numero efetivo de
sementes analisadas, diferentemente do observado no método indireto
(ver discussdo capitulo 1). Contudo, os resultados demonstram que a
nivel populacional os métodos sdo condizentes na determinacdo da
estimativa, cada um com suas vantagens e desvantagens (ASHLEY,
2010).

Os resultados encontrados por Medina-Macedo et al. (2016), em
arvores de Araucaria angustifolia localizadas em areas abertas, mas que
ndo estavam isoladas de fragmentos florestais, situagdo semelhante a do
presente estudo, foram similares em termos de valores de Nep, variando
de 3,5 a 32,3, por familia. Cabe ressaltar que o presente estudo ndo
encontrou valores de N, maiores que 11,3 a nivel de familia, entretanto,
o numero diferente de marcadores usados, as diferentes populacdes
estudadas, bem como as estratégias de amostragem, que foram distintas,
devem ser levadas em conta. Similarmente, Bittencourt ¢ Sebbenn
(2007), encontraram a média de 12,6 doadores de pdlen por planta mae
de A. angustifolia, ao analisar um pequeno fragmento florestal nao
isolado geneticamente de outras populagdes. Estudos com outras
espécies polinizadas pelo vento como Olea europaea, de um total de
214 possiveis doadores de podlen identificados a nivel de paisagem, foi
encontrado uma média de Ne, de 6,48 por planta mie (KASSA;
KONRAD; GEBUREK, 2018), para Phoenix canariensis de 182
possiveis doadores foi encontrado um N¢, com média de 5,8 por planta
mae (SARO et al., 2014).
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Todavia, o valor N¢, estd intimamente ligado ao niimero de
sementes com pais determinados em cada planta mée, pois, uma vez que
um nimero pequeno de pais tenha sido determinado, comum quando ha
elevadas taxas de imigracdo de polen, os pais que ndo foram
determinados ndo irdo entrar na contagem e isso ird limitar a estimativa
do Nep. No presente estudo, ocorreram dois casos em que menos de trés
das 25 sementes amostradas, por planta mae, por ano, tiveram o pai
atribuido (Tabelas 10 e 13), o que implica na subestimativa da
determinacdo do numero efetivo de doadores de poélen. Isso pode ser
observado também ao considerar a analise a nivel familia, ao longo dos
trés anos avaliados, onde a média do ntimero efetivo de doadores de
poélen foi de 9,46, cerca de trés vezes menor que a média do nimero de
sementes com paternidade atribuida, que foi de 34 (Tabela 14). Porém,
na andlise dos trés anos em conjunto, para area FSR, o valor de N, a
nivel populacional foi de 30,1.

O isolamento espacial de arvores de 4. angustifolia, de grandes
populagdes continuas, pode resultar em um ntimero menor de doadores
de polen do que em condi¢des florestais ou ndo isoladas (MEDINA-
MACEDO et al., 2016). Assim, os valores de N¢p, juntamente com as
altas taxas de imigracdo de pdlen encontrados por planta mae
demonstram que as populacdes estudadas se encontram em uma
condi¢do ndo isolada. Isso aliado ao baixo niimero de cruzamentos
correlacionados (como encontrado no Capitulo I), causa uma diminui¢ao
na frequéncia de alelos idénticos por descendéncia dentro das familias,
consequentemente, diminuindo o parentesco ¢ aumentando o tamanho
efetivo da populagdo. Neste caso, assim como a taxa de imigragdo de
polen, o N, pode ser considerado um dos principais fatores que
determinam o nivel de coancestria e o tamanho efetivo das populagdes.
Correlagdes feitas com o N, por planta mae, para area FSR, indicaram
que esse valor ¢ maior quanto maior a distancia média de dispersdo de
pélen e, consequentemente, quanto menores forem as distancias médias
para cruzamentos potenciais. No entanto, esse comportamento ndo foi
observado na area FECAV.

3.4.3 Contribuicdo paterna e sucesso reprodutivo

Variacdo entre e dentro dos locais - Ao considerar somente o
evento reprodutivo de 2017, a area FECAV teve maior propor¢do de
individuos atribuidos como pai (72%) comparativamente a FSR (52%).
Cerca de metade das sementes que tiveram a paternidade determinada,
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na area FSR, foram fertilizadas por apenas 10 individuos, cerca de 10%
do total de pais potenciais (103), ao longo dos anos avaliados. Na area
FECAV, das sementes com paternidade determinada, 81 delas (70%)
foram fertilizadas por apenas 10 (25%) dos 40 pais potencias. Apesar
disso, a contribuigdo destes pais, mesmo com a fertilizagdo de apenas
uma ou duas sementes, foi extremamente importante para garantir a
manutengdo da diversidade genética das coortes de sementes (resultados
observados no Capitulo II).

O fato de alguns pais ndo contribuirem ou muitos deles
contribuiram pouco como doadores de pélen podem gerar uma lacuna na
composi¢do genética das populagdes regenerantes, que se for acentuada
pode acarretar em possiveis perdas de diversidade genéticas entre as
geracdes atuais e futuras. Em plantas de polinizagdo aberta e
principalmente em plantas dioicas como a Araucaria angustifolia a
manutengdo da diversidade se da principalmente pela ocorréncia de
cruzamentos ao acaso, onde todos tem a chance de cruzar entre si. Caso
essa condicdo ndo seja assegurada, efeitos de endogamia e deriva
surgem na populagdo e quanto mais acentuados forem, mais elevado
sera o potencial de perda de diversidade genética. Neste caso, o alto
fluxo génico poderia ser capaz de contrapor esses efeitos, por isso a
contribuicdo de varios pais, mesmo que muitos deles contribuam
proporcionalmente pouco, ¢ relevante para manutencdo da diversidade
genética da espécie nestes ambientes.

Variagdo entre anos — Resultados de outros estudos com espécies
polinizadas pelo vento mostraram que a contribuicdo de plantas macho
para progénie foi de 35 a 60% (LOURMAS et al., 2007; MILLAR et al.,
2008) e de 21 a 73% (BACLES et al., 2005a; BITTENCOURT;
SEBBENN, 2008). No presente estudo, apenas 20% dos individuos
participaram dos trés eventos reprodutivos analisados na area FSR. Isso
demonstra que ha uma substituicdo de pais que contribuem para
formagdo das sementes ao longo dos anos. Resultados semelhantes
foram relatados por Iwaizumi et al. (2010), onde o nimero de sementes
fertilizadas por parental foi significativamente diferente entre os anos.

Ainda, uma consideravel diferenca na propor¢do de sementes
polinizadas pelos 10 individuos com maior sucesso reprodutivo foi
observada entre os anos avaliados, indicando a auséncia de um padrao
na fertilizacdo das sementes para Araucaria angustifolia em eventos
reprodutivos diferentes. Consequentemente, foi observada uma variagdo
na diversidade de doadores de polen ao longo dos anos, com o ano de
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2016 apresentando os maiores valores de diversidade de pais (Tabela
18). Conforme ja discutido anteriormente, no referido ano também
foram observados maiores valores de Nep € de diversidade genética de
sementes (ver capitulo I).

Diferengas na propor¢do de pais que fertilizaram sementes ao
longo dos anos demonstra a importancia da realizagdo de avaliagdes em
mais de um ano. Assim, a estratégia tem influéncia direta na
determinacdo do tamanho efetivo populacional. Adicionalmente, a alta
propor¢ao de pais que contribuiram com a fertilizagdo de apenas uma ou
duas sementes demonstra que a contribuicdo individual por pai ¢
pequena e que uma amostragem consideravel é necessaria para captar
esse padrio. Esse padrio também ja foi encontrado em estudos de
analise de paternidade de sementes de outras espécies como Acacia
saligna (MILLAR et al., 2008) e Quercus lobata (PLUESS et al., 2009).
Resultados similares foram encontrados em populacdes de Fraxinus
excelsior, onde 31 dos 48 pais potenciais na populacdo fertilizaram uma
ou mais sementes, mas somente trés pais fertilizaram mais do que 10
sementes, de um total de 483 sementes analisadas, indicando que o
sucesso reprodutivo de plantas masculinas também foi desigual
(BACLES; ENNOS, 2008). Estudando o sistema reprodutivo de Salix
cinérea, Hopley et al. (2015) também encontraram uma variagdo
significativa no sucesso reprodutivo de plantas masculinas, com uma
grande propor¢do de machos contribuindo com fertilizagdo da coorte de
sementes avaliada, mas uma pequena propor¢do contribuindo com
grande parte da dessa progénie.

Associagdo com outras variaveis - De maneira geral, os
resultados encontrados para a area FSR demonstram que o sucesso
reprodutivo dos pais € inversamente proporcional a distdncia média de
polinizacdo de cada pai. Isso quer dizer que pais localizadas mais
proximos de plantas mae, em média polinizardo um ntimero maior de
sementes. Outro fator que pode ser determinante do sucesso reprodutivo
¢ o tamanho do individuo. Pois, na area FSR, em todos os anos
avaliados houve uma associacdo entre o didmetro € 0 sucesso
reprodutivo as arvores. Como ndo foram tomadas as alturas com
precisdo das arvores durante o levantamento, ndo foi possivel determinar
se as arvores de maior didmetro t€ém maior sucesso reprodutivo devido a
estas possuirem também maiores alturas permitindo assim que o pdlen
alcance maiores distancias ou se possuem maiores quantidades de
estruturas reprodutivas e, consecutivamente, liberam maiores
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quantidades de polen. Outros estudos em espécies polinizadas pelo
vento tem demonstrado que arvores maiores tem maior sucesso na
polinizacdo (ODDOU-MURATORIO et al., 2003; SARO et al., 2014;
KASSA; KONRAD; GEBUREK, 2018). Um padrio tipico de
polinizagdo de acordo com a distdncia ou com o didmetro das arvores
ndo foi observado na area FECAV.

Por outro lado, a associagdo entre sucesso reprodutivo dos pais de
maior sucesso reprodutivo em ambas as areas ndo esteve associado com
a distancia média de polinizagdo nem com o didmetro das arvores. Esses
resultados sugerem que para alguns individuos, a distdncia ndo ¢
principal fator que contribui para sucesso reprodutivo. Possivelmente,
para esses individuos o sucesso reprodutivo esta ligado a caracteristicas
da biologia reprodutiva, como intensidade, época e duragcdo do periodo
de oferta de poélen por plantas macho e receptividade ao pdlen por
fémeas (componente do valor adaptativo). Neste caso, a posi¢do do
planta na paisagem pode contribuir com seu sucesso reprodutivo.

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

As descobertas deste estudo sugerem que parte expressiva do
fluxo de pdlen de Araucaria angustifolia alcanca longas distincias de
dispersdo (acima de 500 metros), e aproximadamente 55% do pdlen é
oriundo de fora das populacdes estudadas, viajando através da paisagem
de campo e capdes de floresta. Assim, mesmo em uma situagdo de
auséncia de machos dentro da populacdo até 55% da producdo de
sementes poderia ser mantida pela imigragcdo de polen. Esses resultados
sdo importantes para entender a magnitude da dispersdo de polen na
manutencdo da variagdo genética, principalmente em populagdes
pequenas em paisagens abertas, bem como, compreender como a
conservagao da paisagem pode contribuir para a manutencao da espécie.

Degradacdes ambientais causadas no interior de reservas
florestais acarretardo em mudangas em seu entorno, sendo que o inverso
também ¢ verdadeiro, principalmente porque ignorar a paisagem do
entorno de reservas florestais pode predispor estas ao declinio ecoldgico,
causando uma erosdo dos processos fundamentais do ecossistema
(LAURANCE et al.,, 2012). Se as referidas mudancas ocorrerem
também afetardo de forma negativa as caracteristicas genéticas das
populagoes.

Cada vez mais tém sido evidenciado que estratégias de
conservagdo para A. angustifolia devam focar n3o somente em
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fragmentos florestais, mas também na preservac¢do de arvores isoladas
em toda paisagem (MEDINA-MACEDO et al., 2015). Arvores isoladas
ou pequenas populagdes localizadas proximas a populagdes maiores
(florestas continuas ou grandes fragmentos), tendem a produzir
sementes com elevados niveis de diversidade e com condi¢des de coleta
muito mais facil e segura do que dentro das florestas (MEDINA-
MACEDO et al., 2016).

Tais consideragdes também cabem para as populag¢des estudadas,
notadamente para a realizagdo de novos estudos, com a vantagem
adicional de que as coletas ndo necessariamente precisam respeitar uma
distdncia minima entre as plantas mae, devido a auséncia de estrutura
genética espacial. Além disso, outras constatagdes também se aplicam
as populagdes estudadas, em que nenhum fragmento deve ser
considerado tdo pequeno para protecio (LANDER; BOSHIER;
HARRIS, 2010), dada a efetiva contribuigdo que pequenos fragmentos e
arvores isoladas tém para a reprodugdo da espécie, em populagdes em
paisagens fragmentadas (WHITE; BOSHIER; POWELL, 2002;
BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; LANDER; BOSHIER; HARRIS,
2010; MEDINA-MACEDO et al., 2015).

Outra contribui¢do cientifica deste estudo foi a comprovagao da
existéncia diferengas no fluxo de pélen de Araucaria angustifolia para
eventos reprodutivos de anos diferentes, o que demonstra que o ano é
um fator de variagdo importante no fluxo de pdlen da espécie, onde a
polinizacdo a nivel de paisagem pode mudar ao longo dos anos. Esses
resultados t€ém implicagdes na distribuicdo das distidncias de polinizagéo
e no sucesso reprodutivo de doadores de pdlen. Complementarmente,
em um ano pode ser observado uma relagdo inversa entre a
movimentagdo polen de Araucaria angustifolia e a distancia média entre
as arvores, € no ano consecutivo essa constatagdo pode ndo se repetir. A
variagdo anual no fluxo de pdlen pode contribuir para uma composi¢do
mais diversa do pool de poélen a longo prazo. Pois, a variabilidade
genética dentro da populacao é mais provavel de ser mantida quando a
dispersdo ¢ espacialmente ou temporalmente heterogénea ou diversa
(IRWIN et al., 2003; NAKANISHI et al., 2005; IWAIZUMI et al.,
2010, 2013). Contudo, consideragdes acerca das variagdes no fluxo
génico de plantas tem importantes consequéncias para questdes
aplicadas, nas quais a presenca ou auséncia e nivel de fluxo génico pode
influenciar o resultado de uma decisdo politica, agcdes regulatorias e de
manejo (ELLSTRAND, 2014). Portanto, as principais descobertas deste
estudo demonstram que as informagdes acerca do fluxo génico via polen
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de espécies longevas, como a Araucaria angustifolia ndo devem se
basear em avaliagdes feitas em um uUnico evento reprodutivo,
principalmente se estas informagdes forem utilizadas para subsidiar
programas de manejo, uso ou conservagao.
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4 CAPITULO I - MOVIMENTAC{&O DE P()LEN EM
Araucaria angustifolia E ASSOCIACAO COM VARIAVEIS
AMBIENTAIS

4.1 INTRODUCAO

O fluxo de polen é um fendmeno que t€m sido amplamente
investigado pela area genética de populagdes. O conhecimento das
caracteristicas da movimentagdo de polen em populagdes naturais tém
contribuido com diversas implicagcdes para o manejo e conservacao de
espécies, incluindo a determinagdo dos niveis de ameaca, grau de
isolamento de populagdes fragmentadas e contaminagdo com poélen
indesejavel. Aliar estudos de movimentacdo de podlen a varidveis
ambientais pode ser util no monitoramento do fluxo génico de
populagdes e assim verificar se o nivel de fluxo é suficiente para
continuacdo do processo evolutivo nas geragdes atuais e futuras. Em
uma ampla revisao sobre estudos que tratam da movimentacao de pdlen
na paisagem via analises de parentesco, Ashley (2010) enfatiza que mais
estudos no futuro deveriam combinar a atribui¢do de paternidade
molecular com processos ecologicos de campo.

Uma das mais importantes informagdes que precisam ser geradas
para a espécie florestais sujeitas a impactos pela fragmentacdo seria a
realiza¢do de estudos que ligassem informagdes ecologicas e genéticas
(LOWE et al., 2015). Fatores ecoldgicos como distribui¢do espacial da
populagdo, densidade e fenologia da floragdo, podem afetar o
comportamento da polinizagdo e, por sua vez, a distdncia de polinizagio
de polen (HANDEL, 1983; GHAZOUL, 2005). Adicionalmente, tem
sido demonstrado que caracteristicas ecologicas a nivel de individuo,
como altura da arvore, podem possuir associagdo o fluxo imigrante de
polen (HOPLEY; ZWART; YOUNG, 2015). Com isso, a taxa de fluxo
de polen dentro de uma populagdo de espécie florestais é dependente do
modo de polinizagdo, isolamento de arvores proximas, caracteristicas da
paisagem, tamanho da populagdo estudada e nivel de fragmentagdo
(AUSTERLITZ et al., 2004; BURCZYK; DIFAZIO; ADAMS, 2004;
SORK; SMOUSE, 2006).

Em alguns casos as caracteristicas da paisagem local como nivel
de fragmentagdo, uso do solo e topografia podem afetar a probabilidade
de conectividade genética mais do que a propria distancia entre arvores
ou qualquer predisposicdo da arvore ou seus agentes polinizadores
(LANDER; BOSHIER; HARRIS, 2010). Historicamente, parece haver
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poucas evidéncias no que diz respeito a direcdo do pdlen em espécies
polinizadas pelo vento, bem como, a influéncia que a dire¢do dos ventos
predominantes exercem nos padrdes de trocas genéticas dessas espécies
(DOW; ASHLEY, 1998; PLUESS et al., 2009). Contudo, a influéncia
de fatores do ambiente podem ser decisivos na movimentagdo de pdlen
e, consequentemente, no sucesso reprodutivo da espécie, principalmente
em populagdes fragmentadas como € o caso da Araucaria angustifolia.

Por se tratar de uma espécie longeva e ameagada de extingdo,
detalhar os padrdes de fluxo génico em A. angustifolia é importante ¢
necessario para o monitoramento da historia genética e evolutiva da
espécie, aliado ao seu comportamento de acordo com o ambiente.
Informagoes desta natureza permitem subsidiar estratégias adequadas de
manejo e ou conservagdo que garantam a regeneracao efetiva da espécie
a longo prazo. Neste aspecto, alguns autores sugerem que a conservagao
da Araucaria angustifolia pode se desenvolver pelo incentivo a
conservagao pelo uso do recurso (REIS; LADIO; PERONI, 2014; REIS
et al., 2018; ZECHINI et al., 2018). No entanto, este tipo de abordagem
comumente utiliza as informagdes genéticas, ecologicas e botanicas
(REIS et al., 2018), para testar se a conservagdo por si s6 ou aliada ao
uso é capaz de garantir a manutencdo da espécie. Dessa forma, o
conhecimento do comportamento genético-ecologico da espécie ¢
primordial para subsidiar a tomada de decisdes. Com isso, o objetivo
deste capitulo foi avaliar como varidveis ambientais podem influenciar o
fluxo de polen em uma populagdo de Araucaria angustifolia presente
em paisagem de campo.

42 MATERIAL E METODOS
4.2.1 Obtencao dos dados

Os dados genéticos foram obtidos a partir de coletas de 1300
sementes de Araucaria angustifolia provenientes de 18 plantas mae, em
trés diferentes anos (400 sementes em 2015, 450 em 2016 e 450 em
2017). As coletas foram realizadas em uma populagdo presente em
paisagem de campo, localizada no municipio de Lages, SC, denominada
neste estudo de Fazenda Santa Rita (FSR). A partir das coletas de
sementes ¢ também de acuculas das 186 arvores adultas da espécie,
presentes dentro de uma parcela circular de 34,5 ha, foram realizadas
reacdes de genotipagem com 12 marcadores microssatélites conforme
metodologia descrita no Capitulo I deste documento. Apds a obtencdo
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dos genoétipos multilocus das amostras foram realizadas analises para
determinacdo de paternidade das sementes, de acordo com a
metodologia descrita no Capitulo II, item 2.2.3 deste documento. As
informagdes genéticas avaliadas neste capitulo referem-se aos resultados
da analise de paternidade de sementes da area FSR, obtidos no Capitulo
1L

As variaveis ambientais foram obtidas a partir do levantamento
demografico realizado no interior da parcela circular da area FSR,
conforme descri¢ao no Capitulo I. O niimero de pinhdes por pinha foi
obtido a partir das coletas de sementes realizadas no anos de 2015, 2016
e 2017 (Anexo 2). Para obtengdo das dire¢des dos ventos predominantes
e dos ventos de maior intensidade na regido foram acessados os dados
da estacdo meteoroldgica de Lages, disponibilizados digitalmente pelo
Instituto Nacional de Meteorologia do Brasil (INMET, 2019). A
estacdo esta localizada nas sede da Empresa de Pesquisa Agropecuaria e
Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI-Lages) a qual distancia-se
cerca de 30 km da area de estudo.

A avaliacdo da época de maturacdo das sementes foi feita com
base nas observagdes fenoldgicas no ano de 2016, nas 18 plantas mae
em que foram realizadas a coleta de sementes para analises da
paternidade. Essas observa¢des foram realizadas com intervalos de
aproximadamente 20 dias entre observacdes, no periodo de abril a julho,
época em que ocorre a maturacdo ¢ queda dos pinhdes. Apds as
avaliagOes foi feito uma classifica¢do das plantas mae de acordo com a
época em que ocorria a maturagdo dos pinhdes. As classes foram cedo
(plantas com maturagdo dos pinhdes a partir da segunda quinzena de
abril e debulha total até o dia 23 de junho); e tarde (plantas que
permaneciam com oferta de pinhdes maduros ou ainda verdes ap6s o dia
23 de junho). Além das avaliagdes fenologicas, foram usados, para
classificacdo da época de oferta das sementes, o estddio de maturacao
dos pinhdes, verificado durante as coletas realizadas nos anos de 2015,
2016 ¢ 2017.

4.2.2  Analise da época de oferta e paternidade de sementes

A partir da classificagdo da época de oferta das sementes e dos
resultados das analises de paternidade (conforme capitulo II), foi testado
se plantas maes que ofertam sementes no cedo recebem pdlen de grupos
distintos de plantas mae que ofertam sementes no tarde. A andlise dos
grupos de doadores de polen foi determinada pelo indice de similaridade
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de Bray-Curtis (BRAY; CURTIS, 1957), como base em uma matriz de
abundancia contendo, para cada planta mae, o nimero de pais que
contribuiu com a fertilizagdo das sementes. Na interpretagdo dos
resultados do indice de similaridade, 1 significa similaridade total, e 0
dissimilaridade total entre pais. Os padrdes de agrupamentos foram
entdo verificados por Escalonamento Multidimensional Nao Métrico —
NMDS (MINCHIN, 1987), a fim de ordenar os grupos de doadores de
polen e avaliar possiveis diferencas na composi¢do destes de acordo
com os individuos que os compdem. A seguranga na interpretagdo da
ordenagao foi verificada pelo valor de STandardized REsidual Sum of
Squares — STRESS, considerado seguro quando apresenta valores até
0,2 (KRUSKAL, 1964). Para visualizagdo dos resultados do
ordenamento dos grupos de pais foi gerado um grafico do
Escalonamento Multidimensional Nao Métrico-NMDS. Essas analises
foram computadas no programa R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2015).

4.2.3 Associacdo entre variaveis genéticas e ambientais

A associacdo entres as variaveis genéticas e ambientais foi
verificada utilizando-se uma analise de componentes principais (PCA).
As variaveis com seus respectivos valores utilizadas na PCA estdo
listadas na Tabela 20. Primeiramente foi realizada uma padronizagdo
inicial assumindo uma unica escala de dados, posteriormente, para
possibilitar a interpretagdo e a visualiza¢ao dos resultados foi gerado um
grafico de ordenacdo em funcdo dos scores dos componentes principais
(CP) obtidos para as variaveis e para as 18 plantas mae analisadas
(KENT, 2011).

O numero de eixos (CP) usados na interpretagdo dos resultados
da ordenacdo pdde ser determinado apds a geracdo do grafico scree plot.
Na interpretagdo do grafico scree plot sdo considerados CP
significativos aqueles com numero de variaveis sintetizadas (inércia)
superior ao que ocorre considerando um modelo de distribuicao
aleatorio (Broken Stike). A sele¢do das variaveis mais importantes na
formag@o dos eixos foi verificada pelos valores de loadings (correlagao
de Pearson entre os scores de cada eixo e as variaveis). Sdo
considerados como significantes na analise valores de loadings
superiores a 0,3 (MCGARIGAL; CUSHMAN; STAFFORD, 2013).
Todas essas andlises foram conduzidas utilizando-se a biblioteca
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Vegan::prcomp, versdao 2,3-0 (OKSANEN et al., 2010) do software R
versdo 3,2,2 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2015).

Tabela 20 — Valores das varidveis genéticas e ecologicas, utilizadas na analise
de Componentes Principais (PCA), avaliados em 18 plantas mae de Araucaria
angustifolia presentes em paisagens de campo, no municipio de Lages, SC.

Varidveis Sigla Estimativa + DP

Genéticas - reprodutivas

Numero efetivo médio de doadores de polen Nep 9,545,7
Distancia média de polinizagdo (m) pol 176,4+88,7
Area de polinizagdo efetiva média (ha) Aep 30,0,8+0,7
Taxa média de migragdo de polen m 0,5+0,2
Numero total de pais determinados NPD 32,3+x12,3
Ambientais

Ntamero médio de pinhdes por pinha* pin 84,8+21,6
Distancia média par a par entre plantas mae e pais potenciais (m) par 320,2+57,9
Distancia média até os 12 pais potencias mais proximos (m) viz 119,6+57,1
Numero de pais potencias nas distancias 0 a 100 (m) PP0.100 16,4+13.3
Numero de pais potencias nas distdncias 100 a 200 (m) PP100.200 19,4+14,9
Numero de pais potencias nas distdncias 200 a 300 (m) PP200.300 25,3+17,7
Numero de pais potencias nas distdncias 300 a 400 (m) PP300.400 20,0+£9.4
Numero de pais potencias nas distancias 400 a 500 (m) PP400.500 33,8+20,8
Numero de pais potencias nas distancias acima de 500 (m) PP500 20,1+12.5

DP: desvio padrao.
4.2.4  Analise direcional da movimentacio do pélen

A partir das variaveis de movimentagdo de polen (obtidas no
Capitulo II) de cada semente foi feita uma analise direcional obtida entre
a planta mée e a arvore doadora de polen. Por convengdo as dire¢des
obtidas (&ngulo) tinham inicio no norte geografico e aumentam em
sentido horario (até completar 360 graus). Para visualizagdo do padrio
de dispersdo das dire¢des do pdlen por planta mie foram plotadas
diagramas circulares, seccionados em oito partes iguais, onde o raio de
cada seccdo corresponde a abundancia proporcional das dire¢des

observadas dentro de cada sec¢do. A dire¢do média do fluxo de polen
_1xsenb;

Y.cos 6;
(BATSCHELET, 1981). O intervalo de confianca a 95% da diregdo

média foi obtido a partir de 5000 replicagdes bootstrap e igualmente

em cada planta mde foi calculado pela expressdo: 8 = tan
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plotado no grafico circular. Posteriormente, foi utilizado o teste de
Rayleigh para verificar a uniformidade da distribui¢do das dire¢des
observadas do fluxo de pdlen, para isso o valor de R do teste ¢
comparado contra uma distribui¢do aleatoria (DAVIS; SAMPSON,
1986).

A partir do resultado do teste para verificar a uniformidade das
dire¢des de movimentacdo de polen, as plantas mae foram separadas em
dois grupos: plantas mae que possuem uma distribui¢do uniforme nas
dire¢des de movimentagdo de pdlen e plantas mae que possuem uma
anisotropia na movimentacao do polen. Foi utilizado entdo o teste t de
Student para verificar se existem diferencas significativas entre os
grupos formados, para as médias de distancia de movimentagdo de polen
e numero pinhdes por pinha avaliados para os anos de 2015, 2016 ¢
2017.

Correlagdes circulares foram feitos para verificar a associagdo
entre a dire¢do média do fluxo realizado de pdlen por planta mae e o
angulo médio de orientacdo das pinhas por planta mae, o qual foi obtido
no campo, no momento da coleta das pinhas feito nos anos de nos anos
de 2016 e 2017. O teste utiliza o procedimento de correlac¢do circular e
teste de significincia paramétrica de Jammalamadaka; Sengupta (2001).
Para testar se o angulo médio de orientagdo das pinhas foi o0 mesmo nos
anos de 2016 e 2017 utilizou-se o teste paramétrico de Watson-Williams
(MARDIA, 2014). Todas essas analises foram computadas no programa
PAST 3.0 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

4.3 RESULTADOS
4.3.1 KEpoca de oferta e paternidade de sementes

Com um valor de STRESS de 0,1935, considerado seguro para
interpretagdo da ordenagdo NMDS, os resultados da NMDS demonstram
que ndo ha formagdo de grupos distintos de doadores de pdlen de
acordo com a classificacdo da época de oferta das sementes por planta
mae (Figura 8). Os resultados sugerem entdo que ndo existe uma
substituicdo no conjunto de doadores de podlen ao considerar as
diferentes épocas de oferta de sementes da planta mae de Araucaria
angustifolia.
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Figura 8 - Escalonamento Multidimensional Nao Métrico - NMDS, gerado para
os grupos de pais que polinizaram sementes de 18 plantas maes de Araucaria
angustifolia, durante os anos de 2015, 2016 ¢ 2017, em uma paisagem de campo
no municipio de Lages.
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Fonte: Produc¢éo do proprio autor

4.3.2 Associacio entre varidveis genéticas e ecologicas

A partir da interpretagdo do grafico scree plot pode ser
considerada segura a interpretagao das variaveis utilizadas na PCA até o
componente  principal trés (CP3), onde estdo sintetizadas
aproximadamente cinco varidveis no CP1 e cinco no CP2, com uma
Inercia total de 13 variaveis. A partir do CP4 um padréo aleatério pode
ser igualmente aceito, conforme demonstrado na linha vermelha da
Figura 9.
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Figura 9 — Gréfico scree plot onde a linha preta do grafico (Ordination)
corresponde ao niimero de varidveis sintetizadas pelos componentes principais
e a linha vermelha corresponde ao padrio aleatorio (Broken Stike).
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Fonte: producao do proprio autor.

O PC1 foi responsavel por explicar 32,9% da variagdo total dos
dados onde juntamente com o CP2 ¢ CP3 foram sintetizadas 76,51% da
variacdo total dos dados. Dentre as variaveis analisadas, somente a taxa
de migracdo de polen (m) ndo apresentou valores de loading
significativos (Tabela 21).

Inicialmente, na interpretagdo grafica da PCA ¢ possivel observar
a formagdo de agrupamentos condizente com a disposicdo das plantas
mae (Figura 10). Esses agrupamentos podem ser definidos da seguinte
forma: agrupamento 1 (plantas mie Aa9, Aa8 e Aal); agrupamento 2
(plantas mae Aal5; Aal6; Aal7 e Aal48); agrupamento 3 (plantas mae
Aal0; Aall e Aal2); agrupamento 4 (plantas mie Aa2, Aa3, Aa04,
Aa5, Aab e Aa7); e agrupamento 5 (plantas mae Aal3 e Aal4).
Visivelmente, esses mesmos agrupamentos podem também serem
definidos espacialmente, de acordo com a disposi¢do das plantas mée na
area de estudo (Figura 11).
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Tabela 21— Valores de loading (correlagdo de Pearson entre os scores de cada
eixo e as variaveis) das variaveis utilizadas na analise de Componentes

Principais (PCA).
Variavel CP1 CP2 CP3
Nep -0,0401 0,4275* 0,2391
pol 0,2331 0,0908 -0,3576*
Aep 0,4351* -0,0491 0,0933
m 0,2630 0,1047 0,0315
NPD -0,3137* -0,2749 -0,2439
pin -0,3201* 0,0721 0,1549
par 0,2688 -0,3806* 0,1087
viz 0,4351* -0,0491 0,0933
0.100 -0,3952% -0,1650 -0,1823
PP100.200 -0,0734 0,3840* 0,2483
PP200.300 0,1413 0,3471* -0,0456
PP300.400 0,1040 0,2078 -0,5623*
PP400.500 0,1679 -0,4136* -0,0854
PP500 -0,0513 0,2426 0,5299*
Proporgdo acumulada da variagdo total (%) 32,94 61,85 76,51

*valores significativos sintetizadas no componente principal.

No PCl1 estdo sintetizadas as variaveis area de polinizacdo
efetiva em m? (Aep) (loading = 0,4351), nimero de pais determinados
(NPD) (loading = -0,3137), nimero de pinhdes por pinha (pin) (loading
= -0,3201), distancia média em metros entre a planta mée e os 12 pais
potenciais mais proximos em metros (viz) (loading = 0,4351) e nimero
de pais potencias nas distancias 0 a 100 metros (PP0.100) (loading = -
0,3952) (Tabela 21). Vale destacar que na ordenacgdo as variaveis com
sinais iguais sdo correlacionadas entre si positivamente e as varidveis
com sinais diferentes sdo correlacionadas negativamente entre si. Desta
forma, no CP1, a localizacdo dos vetores das variaveis NPD, pin,
PP0.100 se localiza no lado esquerdo do eixo de ordenag¢do do CP1
(sinais negativos). Ja as variaveis Aep e viz (com sinais positivos) se
localizam no lado direito da ordenagédo (Figura 10). No caso das plantas
mae Aal3 e Aal4, que formam o agrupamento 5, localizadas no lado
esquerdo do grafico da PCA, fica evidente uma associacdo deste
agrupamento com maiores valores de pin, NPD e PP0.100 e,
consequentemente, com menores valores de viz e Aep. Entretanto,
localizado no outro lado do eixo do PCI, ficou o agrupamento 3,
formado pelas plantas mae AalO, Aall e Aal2, possuindo uma
associacdo positiva com viz e Aep.
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Figura 10 — Distribuigdo das plantas mae de Araucaria angustifolia e dos
vetores das varidveis na analise de componentes principais - PCA. Quanto
menor o angulo formado entre vetores maior a correlagdo entre as variaveis.
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O PC2 abrangeu 28,91% da variagdo total dos dados, tendo
como variaveis significativas e com sinais negativos a distdncia média
par a par para cruzamentos potenciais em metros (par) (loading = -
0,3806) ¢ nimero de pais potencias nas distancias 400 a 500 metros
(PP400.500) (loading = -0,4136). As varidveis significativas e com
sinais positivos foram o nimero efetivo de polinizadores (Nep) (loading
= 0,4275), nimero de pais potencias nas distancias 100 a 200 metros
(PP100.200) (loading = 0,3840) e numero de pais potencias nas
distancias 200 a 300 metros (PP200.300) (loading = 0,3471). Ao
relacionar a interpretacdo da ordenagdo com a localizagdo das plantas



137

mae no grafico tém-se o agrupamento 1, formado pelas plantas Aa09,
Aall e Aa08 associados com os maiores valores de Nep, PP100.200 e
PP200.300 e com os menores valores de par e PP400.500. Similarmente,
o agrupamento 2, formado plantas mae Aal5; Aal6; Aal7 e Aal4s,
teve uma posi¢ao na ordenagdo semelhante a do agrupamento 1, porém,
com uma associagdo um pouco mais fraca com as variaveis Nep e
PP100.200. Localizado na parte inferior da PC2, no grafico da PCA, o
agrupamento 4, formado pelas plantas mae Aa2, Aa3, Aa04, Aa5, Aa6 e

Aa7 teve uma associag@o positiva com a variavel PP500, sintetizada no
PC3.

Figura 11 — Imagem da distribuigdo espacial das 18 plantas mae de Araucaria
angustifolia utilizadas para analises das variaveis genéticas e ambientais.

Circulo vermelho representa a area da parcela (43,7 ha), circulos tracejados
representam os agrupamentos formados pelas plantas mae (pontos brancos).
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4.3.3 Anailise direcional da movimentacio do pélen

O angulo médio da movimentagdo de pdlen foi de 311,52 graus,
com intervalos confianga a 95% inferior e superior de 396,3 e 327,8
graus, respectivamente. Ao analisar as 18 plantas mae em geral, houve
uma direcao preferencial significativa na movimentagdo do pélen (R =
0,22; p = 3,8.10°). Esse resultado demostra que a dire¢do predominante
da polinizagao foi correspondente ao quadrante noroeste. Embora, houve
uma grande variacdo na dire¢do da polinizagdo entre as plantas mae
avaliadas (Figura 12).

Figura 12 — Andlise direcional da movimentagdo de pdlen em Araucaria
angustifolia em 18 plantas mae localizadas em uma paisagem de campo no
municipio de Lages, SC. Os vetores indicam o angulo médio da dire¢do de

polen e linhas em vermelho indicam o intervalo de confianga a 95%.
et o) __

Aal7 el Geral

Aalf el

Fonte: producao do proprio autor.

A analise da distribuigdo das diregdes da movimentagdao de polen
feita pelo teste de Rayleigh, por planta mae demonstrou que houve uma
direcdo preferencial significativa (p < 0,05) para 14 das 18 plantas mae
avaliadas (Aal, Aa3, Aa4, Aa5, Aa6, Aa8, Aal0, Aall, Aal3, Aal4,
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Aal5, Aal6, Aal7e 148). As outras quatro plantas mae (Aa2, Aa7, Aa9
e Aal2) apresentaram uma distribui¢do uniforme da movimentagdo de
polen (p > 0,05). As plantas com diregdo preferencial da movimentagdo
de podlen apresentaram uma distancia média de polinizagdo de 157,7 m,
e numero médio de sementes por pinha igual a 80. J4 as plantas com
distribui¢do uniforme da movimentagdo de pdlen apresentaram valores
de distdncia média de polinizacdo e numero médio de pinhdes por pinha
de 154,6 m e 86, respectivamente. Nao houve diferenga significativa
pelo teste t entre as médias dos valores de distancia de movimentacdo de
polen (p = 0,87) e a média do numero de sementes por pinha (p = 0,22),
para plantas com e sem direc¢@o preferencial da movimentagio de polen.
A média do angulo de orientacdo das pinhas no ano de 2016 foi
de 171,1 graus e no ano de 2017 foi de 199,7. A comparacao das médias
do angulo de orientagdo das pinhas pelo teste de Watson-Williams
demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os anos (U=
0,17; p = 0,67). Houve uma correlagdo circular significativa entre
orientagdo das pinhas na planta mde e a direcdo da movimentagdo de
polen observada no ano de 2016, conforme verificado pelo teste
Jammalamadaka-Sengupta (R = 0,49; p = 0,017). Entretanto, essa
correlagdo ndo foi significativa para o ano de 2017 (R = 0,25; p = 0,27).

4.4  DISCUSSAO
4.4.1 KEpoca de oferta e paternidade de sementes

Nao foi detectado um padrao de substitui¢do na paternidade das
sementes de acordo com a época de oferta de sementes pela planta mae.
Este fato pode estar relacionado as caracteristicas evolutivas intrinsecas
da espécie Araucaria angustifolia, como um periodo de liberacao de
polen que pode alcancgar até trés meses de duragdo, processo que pode
ser decorrente de uma adaptagdo para aumentar o sucesso de
polinizacdo, pois o vento promove uma dispersdo difusa do polen com
altas taxas de perda (IOB; VIEIRA, 2008). Outro fator que poderia estar
relacionado a esse resultado seria a intensidade na producdo de
estruturas reprodutivas, que pode ser muito variavel de um ano para o
outro (MANTOVANI; MORELLATO; REIS, 2004). Dessa forma, as
diferengas significativas na movimentagdo de polen entre os anos
avaliados, conforme observado no Capitulo II, podem ter mascarado a
formagdo de grupos na analise geral que considerou os resultados dos
trés anos em conjunto. Além disso, a distancia entre plantas méae e pais
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potenciais podem representar um efeito significativo nos padrdes de
dispersao de polen de Araucaria angustifolia.

A época de oferta de sementes por plantas mae de Araucaria
angustifolia ndo foi determinante na formagdo de grupos de pais
preferenciais para fertilizagdo das sementes. No entanto, conforme ja
demonstrado para Araucaria angustifolia, existe uma separagdo quanto
a época maturacdo das sementes associada a diferentes variedades
(REITZ; KLEIN, 1966; ADAN et al., 2016). A varia¢do temporal na
fenologia do florescimento do individuo pode afetar significativamente
a disponibilidade de plantas disponiveis para cruzamento (BACLES;
ENNOS, 2008). Gérard et al. (2006), ndo apenas descobriram que
plantas com floragdo concomitante estavam distribuidos irregularmente
no espago em uma zona hibrida de Fraxinus angustifolia e F. excelsior,
como também detectaram uma assimetria no sucesso reprodutivo
masculino, com arvores que florescem mais cedo participando mais
como doadores de pdlen, do que arvores com florescimento mais
tardio.

A polinizagdo em  Araucaria  angustifolia  ocorreu
independentemente da época de maturacdo das sementes. Dessa forma,
apesar de existirem indicios para presenga de variedades em plantas
femininas (REITZ; KLEIN, 1966; MATTOS, 2011; ADAN et al.,
2016), isso possivelmente ndo ocorre em plantas do sexo masculino em
A angustifolia. Do ponto de vista evolutivo, isso pode indicar que ainda
ndo ha uma separacdo clara para variedades, pois a maturacdo das
sementes parece ser um fator ligado somente a planta mae.
Similarmente, caracteristicas ecoldgicas como a dioicia e a longevidade
podem contribuir para a ndo fixagdo ou manutencdo das etnovariedades
em A. angutifolia (ADAN et al., 2016). Contudo, sugere-se que novos
estudos sejam realizados para verificar se a presenca de variedades
também ocorre para plantas masculinas. Pois, essas descobertas trazem
importantes contribui¢des tanto para o potencial econdomico da espécie,
quanto para conservagio de seus recursos.

4.4.2 Associacio da movimentaciio de polen por matriz com
outras variaveis

A taxa de migragdo (m) foi a Ginica do conjunto das 14 variaveis
analisadas que ndo atingiu um valor de loading acima do valor minimo
de 0,3, considerado para a variavel ser significativa. Na interpretacao da
PCA, os vetores das variaveis taxa de migracdo e distancia média de
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polinizacdo apresentaram uma alta correlagdo. Assim, o uso das
informacdes dessas duas variaveis individualmente ou conjuntamente
afeta muito pouco o resultado da analise.

Com relagdo a PCA (Figura 10), inicialmente a defini¢do de
agrupamentos de acordo com a disposi¢do das plantas mae no grafico,
nao foi o foco principal da analise. No entanto, esse fato chamou
atengdo principalmente porque esses mesmos agrupamentos podem ser
definidos de acordo com a distribui¢do espacial das plantas mae na area
de estudo. Isso indica que a distribuicdo espacial das plantas é um
componente forte na determinagdo da movimentagao de polen. Isso pode
ter ocorrido pelo fato da maior parte das varidveis analisadas se
basearem em informagdes de distancias entre individuos ou numero de
individuos por classe da distancia.

Ao analisar o PC1 ¢ possivel verificar que as plantas Aal3 e
Aal4, que formam o possivel agrupamento 5, tiveram uma associacdo
com maiores valores de pin, NPD e PP0.100, e consequentemente com
menores valores de viz e Aep. A localizac¢ao destas plantas no capao em
que ocorre a maior concentracdo de plantas, comparativamente aos
demais capdes presentes na area de estudo, pode ser uma possivel
explicacdo para os resultados encontrados. Pois, a associagdo com 0s
menores valores de distdncia da planta mie até os 12 pais mais
proximos (viz) e area de polinizacdo efetiva (Aep), indica que houve em
geral um menor deslocamento do pdlen a partir do pai até a planta mae.
Isso é também observado na associagdo com a variavel nimero de pais
potencias na classe de distancia de zero a 100 m. Consequentemente,
essa movimentagdo mais curta de fluxo de polen possibilitou que um
maior numero de pais fossem determinados (NPD) na analise de
paternidade. Resultado similares sdo demonstrados em um estudo sobre
o fluxo de polen conduzido em populagdes fragmentadas de Gomortega
keule no Chile, onde correlagdes significas foram encontradas entre o
numero arvores adultas e o nimero de doadores de polen por planta mae
(LANDER; BOSHIER; HARRIS, 2010). Ainda, a maior proximidade
dessas plantas mae com pais potenciais podem ter contribuido com a
produtividade dessas plantas, evidenciado pela associagdo com maiores
valores de nimero de pinhdes por pinha.

Ainda na analise do PCI, as plantas Aal0, Aall e Aal2, que
formam o agrupamento 3, permaneceram no lado oposto do eixo da
CP1, comparativamente ao agrupamento anterior. A unica variavel
significativa para o CP1, que poderia explicar esse resultado ¢ a area de
polinizacdo efetiva (Aep). Ao analisar a area de estudo as plantas do
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agrupamento 3 sdo as que se encontram mais isoladas. Além disso,
diferentemente das demais, essas plantas mae estdo localizadas em uma
area de campo e ndo dentro de um capdo. Consequentemente, 0 maior
isolamento dessas plantas fez com que estas ficassem associadas aos
maiores valores de area de polinizagdo efetiva.

Saro et al. (2014), ao estudarem a associagdo de variaveis
demograficas com fluxo de poélen em populagdes de Phoenix
canariensis, encontraram que a correlagdo de paternidade por planta
mae ndo tem correlagdo significativa com as varidveis distancia média
da planta mae com todos os machos, nem com a distancia até o macho
mais proximo. Resultados similares podem ser observados no presente
estudo, levando-se em consideracdo que a correlagdo de paternidade
representa o mesmo tipo de informa¢do que o numero efetivo de
doadores de polen (para mais detalhes vide Capitulo 1). No entanto,
associa¢des com valores de Nep foram encontrados com outras variaveis
analisadas. Os vetores das variaveis sintetizadas no CP2 indicam, pela
correlagdo positiva entre as variaveis, que o numero efetivo de doadores
de polen (Nep) ¢ maior quanto maior o nimero de pais disponiveis para
cruzamento nas classes de distancias de 100 a 200 e 200 a 300 metros.
Por outro lado, o Nep ¢ inversamente correlacionado com o nimero de
pais potenciais nas classes de distancia de 400 a 500 e com a distancia
média par a par para ocorréncia de cruzamentos, que foi de 320 m. Esses
resultados indicam que o Nep alcanga seus maiores valores quando as
distancias entre a planta mae e os pais potencias variam de 100 a 300 m,
e diminui a medida que essas distdncias aumentam.

Associado a esses resultados estdo as plantas mae Aa09, Aall e
Aa08 (agrupamento 1), as quais se encontram na regido central da area
de estudo, portanto mais equidistantes das demais plantas da espécie. A
posicdo central possivelmente contribuiu para que um maior nimero
efetivo de doadores de pdlen fosse encontrado nessas plantas. Os
possiveis agrupamentos 2 ¢ 4, cada um em uma posi¢do distinta no
grafico (Figura 10), ficaram associados com diversas varidveis, porém,
com pouco destaque em relacdo aos agrupamentos mencionados
anteriormente.

Caracteristicas da movimentagdo de polen para uma espécie
dioica foram também investigadas em populagdes de Salix cinerea por
Hopley; Zwart; Young, (2015). Esses autores avaliaram variaveis
relacionadas ao individuo como altura, tamanho do dossel, intensidade
de floragdo e também variaveis relacionadas ao local como distancia até
a planta mais proxima e a distdncia até a borda. Os resultados
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encontrados por estes autores demonstraram que nenhuma outra variavel
referente a arvore ou ao local correlacionou-se com os niveis de
imigracdo de polen, exceto a altura da planta mae. Hopley; Zwart;
Young, (2015), sugerem que a movimentagdo de polen ¢ abundante e
distribuida por todo o local de estudo, com todas as arvores capazes de
receber polen de fora do local, independentemente de sua localizagao,
situagdo semelhante a encontrada no presente estudo.

Com ralag@o a influéncia de caracteristicas demograficas no fluxo
de polen, Vranckx et al. (2014) ao estudarem o fluxo de pdlen em
populagdes de Quercus robur, demonstraram que a densidade de arvores
¢ inversamente correlacionada com a distancia de dispersdo e também
com o fluxo de poélen oriundo de fora da parcela avaliada. Outros
estudos também demonstram que a baixa densidade de arvores da
mesma espécie aumenta a distdncia média do fluxo realizado de pdlen
(ROBLEDO-ARNUNCIO et al.,, 2004; BACLES; ENNOS, 2008;
WANG et al., 2010; SARO et al., 2014)

4.4.3 Analise direcional da movimentacio do pélen

Pelo menos 50% fluxo de polen de Araucaria angustifolia ¢
oriundo de fora da populagao estudada, conforme relatado no Capitulo II
deste documento. Com a isso a analise da direcdo da movimentagdo de
polen investigada neste estudo representa apenas uma por¢ao do que
pode ocorrer para espécie. Contudo, essas informagdes sdo escassas para
Araucaria angustifolia ¢ este estudo € o primeiro a explorar essas
informagdes a um nivel individual para plantas da espécie.

Os resultados encontrados indicaram que a presenca de
anisotropia, que pode ser entendida como a diregdo preferencial da
movimentagdo de polen, ndo ocorreu em todas plantas analisadas, porém
ocorreu em pelo menos 77% delas. Assim, a investiga¢do desses tipos
de fatores é importante para determinac¢do dos padroes de movimentacao
de polen. Ao negligenciar um efeito de anisotropia no fluxo de polen
pode ser produzida uma subestimativa da média de dispersao de polen
(AUSTERLITZ et al., 2007).

A andlise das plantas mde em geral demonstrou que a diregdo
preferencial da movimentacdo de polen ocorreu no sentido noroeste.
Entretanto, a dire¢do preferencial dos ventos na regido, na época em que
as sementes foram polinizadas (i.e. anos de 2013, 2014 ¢ 2015), nos trés
anos avaliados ocorreu no sentido nordeste. A dire¢do dos ventos de
maior intensidade para o mesmo periodo ocorreram nos sentidos oeste,
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noroeste e nordeste, nos anos de 2013, 2014 e 2015, respectivamente
(INMET, 2019). Somente no evento reprodutivo de 2016, cuja
polinizacdo ocorreu em 2014, a direcao preferencial da movimentagdo
de polen e a diregdo dos ventos de maior intensidade ocorreram no
mesmo sentido. Assim, é provavel que essa constatagdo possa estar
ligada com os resultados encontrados no Capitulo I e II, pois o ano de
2016 apresentou as maiores distancias de polinizagdo, sucesso
reprodutivo e diversidade genética das sementes.

O numero de pinhdes por pinha e a distancia de polinizagdo néo
diferiram para as plantas mae que apresentaram diferentes padrdes nas
dire¢des de movimentagdo de pdlen. Isso indica que a presenga da
anisotropia na movimentag@o de pdlen nio interferiu significativamente
no numero pinhdes por pinha nem na distdncia de polinizagdo.
Conforme mencionado anteriormente, o numero de pinhdes por pinha
pode ser afetado por um maior nimero de pais disponiveis para
cruzamentos localizados proximos da planta mae.

Embora a média do angulo de orientacdo das pinhas ndo diferiu
significativamente entre os anos de 2016 e 2017, a analise circular
demonstrou que dire¢do da movimentagdo de polen por planta mae foi
dependente da orientacdo das pinhas no ano de 2016, porém, foi
independente no ano de 2017. Isso demonstra que a orientagdo das
pinhas na planta mie ¢ um fator que pode estar relacionado a direcdo da
movimentagdo de podlen. No entanto, outros fatores podem ser
determinantes na direcdo da polinizacdo ao longo dos anos. Resultados
semelhantes, acerca das variagdes na movimentagdo de polen entre os
anos, sdo apresentados no Capitulo II.

Alguns estudos tem demonstrado um efeito leve de anisotropia na
movimentagdo de polen em espécies polinizadas pelo vento (e.g.,
BURCZYK; ADAMS; SHIMIZU, 1996; ROBLEDO-ARNUNCIO;
GIL, 2005). Associado e esses eventos, efeitos da dire¢do do vento no
fluxo de poélen foram encontrados em Pinus sylvestris (ROBLEDO
ARNUNCIO 2005). No entanto, tem sido demonstrado uma influéncia
fraca dos ventos regionais predominantes na direcdo da dispersdo de
poélen (AUSTERLITZ et al., 2007; PLUESS et al., 2009). Por outro
lado, assim como os resultados encontrados para A. angustifolia, em
populagdes naturais de Olea europaea a diregdo predominante do vento
na regido ndo coincide com a diregdo verificada da movimentagdo do
polen (KASSA; KONRAD; GEBUREK, 2018)

Dos fatores que podem ser levantados para explicar o fluxo de
pélen anisotropico, estdo ndo somente as dire¢des predominantes do
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vento nas escalas regionais, mas também a possivel variacdo ao longo
dos anos para os ventos locais, bem como as turbuléncias do ar criadas
no dossel da vegetacdo (SARO et al.,, 2014). Ventos em paisagens
abertas, situacdo semelhante a do presente estudo, sdo tipicamente mais
fortes do que ventos em uma matriz florestal com dossel fechado
(BACLES et al., 2005b). Além disso, a dire¢do preferencial na dispersao
de polen pode ser causado pela distribuicdo desigual de arvores no local,
dispersdo restrita no espago e ao sucesso reprodutivo masculino
desigual, assim, o nimero e a distribui¢cdo de potenciais doadores de
polen em populacdes pequenas podem influenciar fortemente os padrdes
de dispersdo efetiva do pélen (ROBLEDO ARNUNCIO 2005).

4.5 COSIDERACOES FINAIS

E possivel que as plantas mie avaliadas neste estudo ndo
representem claramente os diferentes periodos de oferta de sementes
existentes para a espécie Araucaria angustifolia. Recomenda-se
adicionar na analise de futuros trabalhos com este tema, plantas que
possuam “variedades” bem contrastantes em relagdo a época de
maturacao das sementes. Por exemplo, algumas “etnovariedades” de A.
angustifolia com essas carateristicas sdo conhecidas popularmente
como “25 de mar¢o”, cuja matura¢ao da maior parte das sementes (71%)
ocorre no més de marco e “macaco” que tem maturacdo a partir do més
da agosto (ADAN et al., 2016). Sobretudo, os resultados encontrados
demonstram que plantas masculinas podem contribuir com a fertilizagdo
das sementes independentemente da época em que a planta mae as
ofertam. Essas informag¢des permitem subsidiar planos de coleta de
sementes, conservagdo, bem como na elaboragdo de leis adequadas para
protecdo da e manejo da espécie, que efetivamente garantam a
manutengdo de seus recursos.

E importante ressaltar que algumas das pressuposicdes sobre a
influéncia de variaveis ecoldgicas no fluxo de pdlen de Araucaria
angustifolia, levantadas neste capitulo, sdo baseadas em uma analise
exploratoria inicial. No entanto, trazem contribui¢cdes que podem nortear
novos estudos, permitindo o avango no conhecimento acerca da
movimentagdo de polen e sua associagdo com o ambiente.

A falta de dados sobre a direcio do vento local e nossa
amostragem ndo exaustiva na coleta de sementes em todos os
quadrantes da planta mae, pode ter impedido a observagdo de um padrio
detalhado da influéncia dos ventos na movimentacdo do pdlen. Além
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disso, a movimentagdo do pdlen a longas distancias, principalmente em
paisagens abertas como a do presente estudo, podem dificultar a
determinacdo da origem do poélen. Pois, mesmo em uma parcela com
area de 34 ha, mais da metade do polen foi oriundo de fora da parcela,
porcao bastante expressiva, que pode ter uma grande influéncia na real
movimentagdo de pélen. Como a dire¢do da movimentagdo do pdlen foi
dependente da orientagdo das pinhas, em pelo menos um dos anos
avaliados, recomenda-se que a coleta de sementes, para abranger a
maior variagdo genética possivel seja feita em todos os quadrantes da
arvore.
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5 CAPITULO IV - ESTIMATING GENOTYPING
DEVIATIONS FROM FIRST-DEGREE RELATIVES IN
ARAUCARIA ANGUSTIFOLIA Araucaria angustifolia

5.1 INTRODUCTION

The impacts of habitat degradation on the genetic diversity of
forest species can be seen in the short and long-term (HAMRICK, 2004;
LOWE et al., 2015). Short-term effects are more evident in seedlings
and seeds produced after the disturbance (HAMRICK, 2004), while
long-term effects are less detectable and are associated with increased
levels of inbreeding and genetic drift, linked to genetic isolation due to
reduced gene flow caused by fragmentation (YOUNG; BOYLE;
BROWN, 1996b). One way to access these evolutionary processes is to
use of microsatellite markers, which through genetic diversity studies
and paternity analysis offers effective estimates of historical and
contemporary gene flow (BURCZYK; DIFAZIO; ADAMS, 2004;
BITTENCOURT; SEBBENN, 2007; ASHLEY, 2010). Microsatellite
markers also known as Short Tandem Repeats (STR) provide a great
possibility of distinction of individuals, being a rich genetic tool for
studies of the mating system and gene flow (ASHLEY; DOW, 1994;
ASHLEY, 2010). The rates of contemporary pollen and seed migration
among populations condition many important processes, including
metapopulation dynamics, speed of range shifts, reproductive assurance
during colonization or fragmentation, adaptive or maladaptive gene
exchange across heterogeneous habitats, and the potential risk of
invasion, hybridization or genetic introgression posed by artificially
translocated species or populations (ROBLEDO-ARNUNCIO;
GAGGIOTTI, 2017).

Highly polymorphic and abundant in the genome, these
codominant STR markers contains DNA fragments small enough for
amplification by polymerase chain reaction (PCR) and possibly
separable by high-resolution electrophoresis techniques.
Notwithstanding, these markers became widely used in scientific and
applied researches (FAN; CHU, 2007), being considered the most
popular markers for contemporary migration inference (SELKOE;
TOONEN, 2006). Therefore, they tend to be continuously used in future
genetic studies, especially for practicality and ease of use (VIEIRA et
al., 2016). However, a weakness of these markers is the unavoidable
presence of genotyping errors, which can cause the depart from
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Mendelian inheritance laws on which many population genetics analysis
are based.

The term genotype error are broadly used to define some
genotyping deviations, including mutations, null alleles, allelic dropouts
and false alleles (WANG, 2018). However, if the deviation is a true
mutation, for instance, it is not a mistyping. Thus, we must accept
inferred genotype as correct, and this should no longer be considered as
a genotype error. For this reasons the use of the term genotype
deviations is more appropriate. These deviations affect the accuracy of
estimates of allelic frequencies of the analyzed populations and,
consequently, can lead to false exclusions in parentage analyses
(SLAVOV et al, 2005), which are classified as Type II errors
(ASHLEY, 2010). False exclusions occur when a true parent is excluded
due to mistyping at one or more loci that arise either in the laboratory
processing, scoring, data entry or then due to null alleles or mutation
(ASHLEY, 2010).

In microsatellites, null alleles (real alleles that consistently fail to
amplify during PCR) are an additional common problem (POMPANON
et al., 2005; KALINOWSKI; TAPER, 2006). This is due to a variation
in the nucleotide sequences of the marker flanking regions, preventing
its annealing to template DNA, during PCR, resulting in a null allele
(VAN OOSTERHOUT et al., 2004). Sequencing studies indicate that
these changes in DNA can occur at a not negligible rate (GRIMALDI;
CROUAU-ROY, 1997), and may interfere in kinship and gene flow
analysis (DAKIN; AVISE, 2004; KALINOWSKI; TAPER;
MARSHALL, 2007; ROBLEDO-ARNUNCIO; GAGGIOTTI, 2017).
However, ninety percent of articles reporting microsatellite loci with
null alleles include these loci in their analyses, without correction of the
potential bias (DAKIN; AVISE, 2004). If, for example, 4n is a null
allele, an individual with the Aidn genotype will be indistinguishable
from an A4idi homozygote, or if the individual is homozygous to a null
allele, genotyping will fail (KALINOWSKI; TAPER, 2006).

Regarding the mutations in microsatellites the scope of this
genotyping deviations rates range from 102 a 10° per locus per
generation (average of 5.10% (WEBER; WONG, 1993;
SCHLOTTERER, 2000; FAN; CHU, 2007), which guarantees the
occurrence of high levels of allelic diversity required in genetic studies
(SCHLOTTERER, 2000). The mutational model associated with the
evolution of microsatellites is the stepwise mutation model (OHTA,;
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KIMURA, 2007), where most of the mutations occur due to gains or
losses of a single repeat unit (MARRIAGE et al., 2009).

Furthermore, the polymerase slippage effect during PCR
amplification can produce additional products known as stutters, which
differ from the original allele in replicate units (SHINDE et al., 2003),
generating erroneous interpretations of the genotypes. Several advances
in knowledge regarding genotyping deviations (genotyping errors) were
generated in the 2000s and, since then as the number of studies
involving microsatellites has increased, little has changed regarding
information about genotyping deviations, especially in plant species,
where studies dealing with this account for only 2% (POMPANON et
al., 2005).

Because Araucaria angustifolia, a primarily dioecious conifer, is
of economic and ecological importance, in addition to be a threatened
species with marked presence into Ombrophilous Mixed Forest, its
natural habitat, it had its first markers developed over a decade ago (for
more details see Table 1). Since then several studies have been
developed with these markers. However, there is still no data on
estimates of genotyping deviations rates in A. angustifolia. Therefore,
since genotyping deviations are inherent to the use of microsatellite
markers and may influence genetic studies, the objective of this work
was to estimate the rate of genotyping deviations, including null alleles,
mutations and genotyping errors in Araucaria angustifolia microsatellite
loci from the comparison of genotypes of seed-tree and their respective
progenies.

5.2 MATERIAL AND METHODS
5.2.1 Data Collection

To perform this study, part of the data came from the samples
collected and processed according to the description in Chapter I of this
document (items 2.2.3 a 2.2.5). In short these sub-samples represent two
adult populations and four seed cohorts. The other part of the data
comes from analyzes of the genotypes generated by (COSTA et al.,
2015), from samples collected and genotyped in the year 2014. This
second set of samples refer to two small populations of Araucaria
angustifolia present in grassland areas, in the municipality of Lages-SC.
Together these small and near populations had approximately 90 adult
trees and will be hereafter denominated by CCM. From each of these
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two populations 200 seeds were collected from 10 different mother
plants and this sampling compose  two seed cohorts denominated
hereafter as 2014X and 2014Z, respectively. Therefore, take into
account the two set of samples, in total there were nine sub-sample
origins that were analyzed, being three adult populations (CCM, FSR
and FECAV) and six seed cohorts: 2014X (200 seeds from 10 seed
trees) 20147 (200 seeds from 10 seed trees); 2015 (400 seeds from 16
seed trees); 2016 (450 seeds from 18 seed trees); 2017A (450 seeds
from 18 seed trees); 2017B (300 seeds from 12 seed trees).

5.2.2  Null alleles frequency estimates

The frequency of null alleles per locus in adult populations and
seed cohorts were estimated using the maximum likelihood method
proposed by Kalinowski and Taper (2006), which calculates the
frequency of null alleles based on the B parameter. This parameter
represents the probability that a genotyping fails, in one locus, by a
reason other than the locus being homozygous for a null allele. In this
case, it is assumed that the genotypes of the population follow the
proportion of Hardy-Weinberg, and that the probability of failure in the
genotyping, is independent of the genotype. These analyzes were
computed using the program ML-NULL (KALINOWSKI, 2009).

5.2.3 Analyses of error rate, inconsistencies and null alleles

In the analysis of genotyping deviations, in each data set, we
estimated the rates of different types of deviations from Mendelian
inheritance laws by means of offspring— mother genotype comparison.
We estimated the different sources of genotyping deviations rate per
locus and multilocus using the CERVUS program (MARSHALL et al.,
1998; KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL, 2007), which indicates
where differences occur between mothers and progenies genotypes.

From the total genotyping deviation found we estimated the rate
of inconsistencies (considered as possible mutation between mother -
progeny). To declare a genotyping deviation as inconsistency we
considered the cases in which seeds and mothers were heterozygous and
did not have a common allele (Figure 13). The term inconsistency was
used in this study to treat differences between seed-mother genotypes,
which would be equivalent to a mutation. However, to be characterized
as such, genotyping would need to be replicated with a multi-tube
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approach, as proposed by Pompanon et al. (2005). Nevertheless, in order
to obtain greater robustness of the generated results, all the mothers
were genotyped in triplicate and the progenies that presented
inconsistencies were genotyped in duplicate.

Figure 13 - Electrophoregram representing an inconsistency in the Aangl14
marker, between the seed genotype (Ab13_III_1), which presents alleles 207
and 223 with the genotype of the mother (Aal3), which has alleles 211 and 225.

A:;gjumtm M“;E.:xrm v20 | |
| Angta |
1925 2035 2145 16 265
s
2000 n |\
1000 | \ |
o A L9 -I - -"""._.'I A
207 223
2654 2025
207.24 22272
Aa13 ME A v20 [ ]
[ Angt4 |
182.5 W35 2145 265 265
300D n
2000 | || ﬂ|
1000 | |. || !
o | - .-.-’rl_'l_ ¥ .3L.I_~\.u:-,-.—..-.-..__..ﬁ...-_.-...-.
211 225
3912 2883
211.12 224 .91

Source: Author's own production

From the genotyping deviations we also estimated the number of
null alleles, using the CERVUS program to compare offspring— mother
genotype. However, the program only considers null alleles, those cases
in which the mother and the descendant are homozygous for different
alleles. Finally, what was not declared as inconsistency or null allele we
classified as genotyping errors. For these we presume some
assumptions: (i) inconsistencies and null alleles are not genotyping
errors; (il) non-detected inconsistencies and null alleles remain as
genotyping error; (iii)) some mistyping genotypes may have been
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interpreted as inconsistencies or null alleles or else the otherwise.
Nevertheless, we presumed that part of these genotyping errors may still
contain some null alleles or mutation alleles, which, however, when it
was not possible to discriminate in this study (e.g. mutations in
homozygote individuals). This can occur under the assumption if the
mother is heterozygous (eg.: A1A2) and its seed is homozygous (eg.:
A3An), where An represents the null or mutant allele, and the obligatory
allele of the mother (A1 or A2) does not appear in the seed. Although
this is usually caused by mutation in allele repeats or in the marker
flanking regions, this does not fit into the criterion used for null alleles
or inconsistency. The other part of genotype errors can also occur if the
mother is genotyped as homozygous (eg.: A1A?), and its seed as
heterozygous (eg.: A2A3), where the seed inherited the obligatory allele
of the mother (A3), but a genotyping problem in the mother (A?) may
have masked one of its alleles (eg.: A3). A summary of the criterions
and assumptions used to discriminate the genotyping deviations are
presented in the table 22.

Table 22- Aspect evaluated and the strategy of analysis for determination of
genotyping deviations in mother progeny comparisons in Araucaria

angustifolia.
Inferred Inferred Real Real Genotvoin
mother progeny mother progeny Case devia);ipz)ng Possible cause
genotype genotype genotype genotype
heterozygous
A1/A2 A3/A4 A1/A2 A3/A4 for different  inconsistency mutation
alleles
amplification
homozygous failure or
A1/A1 A2/A2 A1/An A2/An for different null allele mutation in
alleles primer flanking
region
one
het:r:gzgg:us failed to amplify
AT/AS; homozygous enotypin one of the
A1/A2 A3/An A1A1  A2/A3;or OMOZYI0 9enolyping jjgles, mutation
A3/An with mutation, error or human error in
null or .
} ; scoring allele, .
mistyping
allele)

any genotype  genotyping  errors in score

A1/A? A2/A3 A1/A3 A2/A3 ; .
divergence error and mistyping

An denotes null allele; A1, A2, A3 and A4 denotes different alleles; A? denotes
mistyping allele.
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It is important to note that genotyping problems, not including
mutations in allele repeats or in the marker flanking regions (i.e. null
alleles), may occur due to a failure in PCR or degraded DNA
(KALINOWSKI; TAPER, 2006), effects such as short allele dominance
(WATTIER et al, 1998), cross-contamination of samples, allelic
dropout, stutter and human error (KALINOWSKI; TAPER;
MARSHALL, 2007). In each loci we estimate the rate of genotyping
deviations per population by the observed number of each type of
deviation, divided by the total number of alleles analyzed, as suggested
by (HOFFMAN; AMOS, 2005).

We analyze the Polymorphic Information Content (PIC), allele
number (A), Combined Non-Exclusion Probability (NE-P) and
Exclusion Probability (PE) to characterize the genetic information per
locus.  These analyses were conduct in the CERVUS program
(MARSHALL et al., 1998; KALINOWSKI; TAPER; MARSHALL,
2007). Of each variable of genetic information and genotype deviations
rate per locus Spearman's rank correlation were calculated to verifying
the magnitude of the association between these variables with the use of
the PAST program (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

5.3 RESULTS
5.3.1 Null alleles

We found positive rates of null alleles in all loci and populations
or cohorts analyzed in this study, but not all presented null alleles in the
same locus. This result suggests that the presence of null alleles in
Araucaria angustifolia microsatellites markers varies according to the
population analyzed (Table 23).

The global rate of null alleles in Araucaria angustifolia
populations/cohorts estimated by program ML-NULL was 0.045 over
loci. The loci Ag23 and Ag45 presented a positive null alleles rate in all
populations analyzed, presenting high rates among the analyzed loci. On
the other hand, the Crcal and Aang24 loci were the only ones to present
null alleles in a single population. The other loci presented null alleles in
one or more of the nine populations/cohorts studied, but not in all of
them.
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Table 23 — Frequency of null alleles in Araucaria angustifolia microsatellite
loci, estimated by program ML-NULL in three adult populations (FSR, FECAV
and CCM) and six seed cohorts (2014X, 2014z, 2015, 2016, 2017A and

2017B).
Loci 2014x 2014z 2015 2016 2017A 2017B FSR FECAV CCM Total
Ag20b 0.017 0 0 0.022 0 0.001 0 0 0 0.017

Ag23b  0.051 0.074 0.023 0.033 0.058 0.067 0.252  0.029 0.096 0.105
Ag45b  0.023 0.001 0.094 0.128 0.174 0.096 0.075 0.054 0.02 0.171

Ag56b 0 0.037 0 0.011  0.002 0 0 0 0 0.054
Ag94b  0.007 0.02 0.017 0.052 0.109 0.02 0.086 0 0.013 0.055
Aang14b 0.001 0.007 0.022 0.016 0 0 0 0.004 0.004 0.012
Aang15b 0 0.006 0 0.001 0.002 0.005 0 0 0 0.002
Aang22b 0.006 0 0.021 0.017 0.019 0.035 0.003 0 0.005 0.030
Aang24b 0 0 0 0 0 0.005 0 0 0 0.001
Aang28b  0.004 0 0.044 0.046 0.031 0.074 0.026  0.004 0.006 0.050
Crcalb 0 0 0 0 0.036 0 0 0 0 0.005
Crca2b 0.009 0.036 0.034 0.021 0.067 0.008 0.028 0 0.08 0.038

5.3.2  Genotyping deviations

The total number of genotyping deviations found in the mother-
progeny comparison over loci and over populations was 694, as
described in Table 24. In terms of number of seeds that showed at least
one inconsistency, genotyping error and null allele in multilocus
analysis was 128 (6,5%), 118 (6.0%), and 321 (16.3%), respectively
(Table 24). Together these genotype deviations were present in 567
seeds, which represents 28,8% of the total seeds analyzed.
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Table 24 — Number of Mother progeny comparisons (N), number of inconsistencies (In), number of null alleles and total number
of genotyping errors (Er) evaluated in 12 microsatellite loci in six seed cohorts (2014X, 2014z, 2015, 2016, 2017A and 2017B) of

Araucaria angustifolia.

2014X 2014Z 2015 2016 2017A 2017B Total

Loci N Im Nu Er N In Nu Er N In Nu Er N In Nu Er N In Nu Er N Im Nu Er N In Nu Er
Ag20 200 200 3 399 12 3 23 433 26 2 28 447 23 2 21 297 1 3 1976 65 7 78
Ag23 199 15 3 198 1 6 2 396 10 8 431 2 15 5 429 12 3280 42 3 1933 3100 24
Agd5 200 200 400 10 434 27 2 435 16 1 298 8 1967 61 3
Ag56 200 200 1 396 428 4 1 449 1 3298 1 1971 6 5
Ag94 199 200 2 396 2 18 435 6 14 10 436 2 22 16 29 4 1 3 1960 16 55 29
Angl4d NA NA 396 13 440 2 9 6 445 1 10 3297 1578 3 32 9
Angl5 NA NA 390 3 1 413 5 9 447 2 I 299 1 1549 11 11
Ang22 NA NA 396 14 430 2 12 4 449 14 5 299 1 1 1574 3 41 9
Ang24 200 200 5 1 397 426 6 4 448 2 4 3 29 2 1967 13 4 10
Ang28 NA NA 397 6 6 1 430 8 8 2 446 8 9 6 297 1970 22 23 9
Crcal 200 199 1 398 426 439 1 225 1887 1 1
Crca2 200 200 10 396 430 2 409 7 4 280 3 6 8 1515 3 15 22
Total 200 15 3 198 11 6 18 396 23 74 33 396 61 89 71 449 39 97 66 299 11 58 19 21847 145 339 210

NA represents non-analyzed loci in the population.
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The loci Ag45 and Crcal showed no inconsistency between
mother-progeny genotype (Table 25). In contrast, these two loci
presented the lowest number of alleles and polymorphic information
content (Table 26). Regarding the null alleles, the loci Ag56 and
Aangl5 that did not present null alleles, following by the locus Crcal
that showed null allele for only one seed (0.03%).

Table 25- Non-Exclusion Probability (NE-P), polymorphic information
content (PIC), allele number (A), and rate of errors, null alleles and
inconsistencies (potential mutations) found in 1972 Araucaria
angustifolia mothers-progenies genotypes.

Locus Inconsistencies Null alleles Errors NE-P PIC A
Ag20 0.0164 0.0018 0.0197 0.1070 0.8450 23
Ag23 0.0008 0.0259 0.0062 0.2210 0.7550 15
Agd5 0.0000 0.0155 0.0008 0.5580 0.4770 6
Ag56 0.0015 0 0.0013 0.1320 0.8270 15
Ag94 0.0041 0.0140 0.0074 0.0670 0.8900 16
Aangl4 0.0010 0.0101 0.0029 0.1330 0.8290 13
Aangl5 0.0036 0 0.0036 0.0220 0.9410 34
Aang22 0.0010 0.0130 0.0029 0.1620 0.8010 17
Aang24 0.0033 0.0010 0.0025 0.1120 0.8490 19
Aang28 0.0056 0.0058 0.0023 0.3450 0.6670 9
Crecal 0.0000 0.0003 0.0003 0.8830 0.1220 5
Crca2 0.0010 0.0050 0.0073 0.2590 0.6880 15
Total 0.0033 0.0078 0.0048 4.90671° 0.7242 187

We found significant positive associations between null alleles
and genotyping error rates, as well as, between allele number,
polymorphic information content and probability of non-exclusion.
However, no association between the genetic characteristics of the
markers and the rates of genotyping errors was significant.
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Table 26— Paired Spearman's rank correlation between Polymorphic
Information Content (PIC), allele number (A), Combined Non-Exclusion
Probability (NE-P), genotyping errors (Er), null alleles (Nu) and inconsistencies
(In), in 12 Araucaria angustifolia microsatellite loci. Below diagonal are
presented the p-values and in the upper diagonal the Spearman correlations.

In Nu Er P-NE PIC A
In 0 -0.305 0.575 -0.347 0.343 0.417
Nu 0.335 0 0.580 -0.022 0.049 -0.278
Er 0.051 0.048 0 -0.331 0.337 0.155
PE 0.278 0.823 0.431 -0.958 0.949 0.838
P-NE 0.270 0.946 0.294 0 -0.997 -0.753
PIC 0.275 0.880 0.283 0.000 0 0.740

A 0.177 0.382 0.630 0.005 0.006 0

The analyze

of the inconsistences

using offspring—mother

genotype comparison over loci, showed that the minimum difference

from mothers alleles to progeny alleles,

measured by means of

mutational steps, showed that contractions and expansions occur in the
same proportion, and the most are a single-steps mutation events (Figure

14).

Figure 14— Frequency of minimum difference between inconsistent genotypes
found in the mother-progeny comparison with 12 microsatellite markers of the

Araucaria angustifolia (minimum mutational steps).
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5.4  DISCUSSION

The need to investigate the presence of genotyping deviations in
microsatellite markers and, consequently, on migration estimates
produced by genetic assignment methods was emphasized since the
beginning of this century (BONIN et al., 2004; HOFFMAN; AMOS,
2005; MANEL; GAGGIOTTI; WAPLES, 2005; POMPANON et al.,
2005; DEWOODY; NASON; HIPKINS, 2006). Nevertheless, in last
years, few studies have taken this issue into account (ROBLEDO-
ARNUNCIO; GAGGIOTTL 2017; WANG, 2018). This fact is not only
due to an advance of the techniques, but possibly to a disregard in
reporting this type of result. Studies showed that genotyping deviations
can be generated even with high-quality standards (BONIN et al., 2004),
and it is virtually impossible or too expensive to completely eliminate
all genotyping deviations (WANG, 2018). Consequently, genotyping
deviations are not always synonymous with poorly conducted studies,
but instead of studies that effectively report the quality of the data
obtained. The deviations rates can be used to detect odd genotypes or
unreliable markers (markers that are unstable or difficult to score) and
improve the quality of the data (BONIN et al., 2004).

5.4.1 Genotyping deviations in parentage analyzes

The overall, genotype deviations rate found in the present study
was 1.58%. The type of genotype deviations estimated, based on
offspring—mother genotype comparison, compound null alleles,
inconsistencies (potential mutations) and genotyping errors. Discarding
the possibility of mutation or null alleles, genotype errors can be caused
by several reasons (i.e., human errors in handling and pipetting samples,
mistyping, scoring wrong alleles, stutters, cross-contamination among
others). Thus, in the present study we use the term genotyping errors in
the narrower sense (without inclusion of mutations and null alleles), as
we consider more appropriate. In substitution for the term genotyping
errors used in other studies, we use the term genotyping deviations. It is
important to note that unlike genotyping error rates, mutations and null
alleles rates cannot be avoided, only estimated.

Studies that report genotype deviations suggest that per-locus this
deviations rates are generally below 10% (BONIN et al., 2004
HOFFMAN; AMOS, 2005; MORIN et al., 2009). Pompanon et al.
(2005) consider that all studies in which genotyping deviations were
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checked a non-negligible rate were reported (from 0.2% to more than
15% per locus), and that a rate of 1% is usual in many laboratories
(GORING; TERWILLIGER, 2000). These facts corroborate with the
results found in the present study. Similarly, Waits et al. (2000) found
an average genotype deviation rate of 0.8% across 18 Ursus arctos, and
Hopley et al. (2015) obtained in a dioecious weed (Salix Cinerea) the
average genotyping error rate across populations of 0.21 % per locus.

Genotyping deviations in studies carried out with microsatellite is
common, but what is not common are reports of these deviations,
especially on plant species. Usually, the occurrence of low deviations
rates may not drastically affect the results. With moderately variable
SSR markers, consistently accurate estimates of pollen immigration
could be obtained only for rates of mistyping up to 4.5% (SLAVOV et
al., 2005). Thus, a small possibility of mistyping individuals may be
considered unlikely to compromise the results of the genetic analysis
(HOPLEY; ZWART; YOUNG, 2015). Even very low and with little
influence on the results, the genotyping deviations rates should be
mentioned in the study reports. Additionally, mentioning the genotyping
deviation rate should not discredit the conclusion drawn from the
obtained results. On the contrary, it should be considered as a proof of
data quality and thus could definitively promote the use of those data in
other studies. Results presented without any indication of statistical
significance are generally not considered acceptable and in the same
way; therefore the stating the genotyping deviations rate in population
genetics studies should become a convention such as the P-value in
statistical tests (BONIN et al., 2004).

An alternative to estimate the deviation rates without know
mothers-progeny genotypes is to repeat the amplification of each marker
in a random subset of 10-15% of the total number of samples and
counting the number of inconsistent genotypes between the first and
second attempts (SELKOE; TOONEN, 2006). In one of the few studies
that evaluate the influence of microsatellite genotyping deviations used
in paternal exclusion in the Antarctic fur seal, Hoffman and Amos
(2005) attributed 80.0%, 10.7%, and 6.7% of the errors to scoring, data
input and allelic dropouts, in corresponding order. However, errors
caused by human factors during genotype production can be minimized
if well-trained scientists are involved, as well as use of well-
standardized and validated procedures. In addiction manipulation should
be reduced as much as possible, according to the automation
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possibilities, from all handling and pipetting steps up to allele scoring
(LI et al., 2001).

However, some amount of error seems to be unavoidable and this
should always be take into account, because they can provides distinct
consequences. In some cases, processing of the data considering the
presence of errors could improve statistical power. While ignoring
genotyping deviations can be especially problematic when there is no
actual migration, because it can lead to the wrong conclusion that there
is statistically significant exchange of pollen and/or seeds among
populations that are actually isolated (ROBLEDO-ARNUNCIO;
GAGGIOTTI, 2017). Mistaken alleles should result in migration
overestimation (POMPANON et al., 2005), consequently, positively
biasing pollen migration estimates. This is even more damaging
consequence in long-lived species, such as Araucaria angustifolia,
because most assessments of gene flow and the appropriate implications
usually are made based on a single reproductive season.

5.4.2 Null alleles

The rate of null alleles in all microsatellite loci evaluated in the
present study was variable among populations, ranging from 0 to 17%,
with some loci presenting null alleles in all populations and others in
only one population (Table 24). The null alleles rate estimated in ML-
NULL obtained an average of 0.045 among loci, while the average rate
of null alleles obtained by the mother-progeny comparison in CERVUS
was 0.0078 (Table 23). This underestimate in the comparative method
occurs by considering null alleles only the cases where the mother and
progeny are homozygous for different alleles. Thus, this corroborates
with the assumption that a fraction of the null alleles non-detectable by the
CERVUS program remains as genotyping errors. However, both rates
obtained in the present study were within the expected range for null
allele frequencies, which usually is lower than 20% (DAKIN; AVISE,
2004).

In according to recommendation of the program CERVUS
(MARSHALL et al., 1998), for parentage studies, the loci Ag23, Ag45,
Ag56 and Ag94 should be removed from the analysis, due the relative
high rate (>0.05) of null alleles (Table 23). However, technical problems
such as null alleles and allelic drop-out will occur in many
microsatellites studies. Fortunately, simulation studies have shown that
parentage assignment approaches such as implemented in CERVUS are
quite robust to Type II errors (ODDOU-MURATORIO et al., 2003).
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Therefore, since three of these four loci had relatively high
polymorphism (Table 25), we suggest keeping them in parentage
analyzes conducted in programs that deal with the presence of null
alleles. On the other hand, we suggest avoiding the use of the Ag45
locus, by the high rate of null alleles and low polymorphism observed.
A major drawback of such practice is that the benefits of accounting for
error are often outweighed by costs in precision of paternity assignment
that becomes uninformative (ODDOU-MURATORIO et al., 2003;
MORRISSEY; WILSON, 2005). This is especially true when only a few
(say 10-20) markers are available to an analysis, and abandoning one
marker means a substantial loss of information and waste of resources
(WANG, 2018).

Nevertheless, the paternity analyzes conduct by CERVUS 2.0
have the presence of null alleles established by deviations from Hardy—
Weinberg equilibrium using analyzes of chi-square goodness-of-fit test,
with an iterative algorithm based on the difference between observed
and expected frequency of homozygotes to estimate the null allele
frequency. However, CERVUS 2.0 is unable to discriminate null alleles
from other genotyping errors and does not provide alternative methods
for estimating null alleles (VAN OOSTERHOUT et al., 2004).

Previously, Medina-Macedo et al., (2015) also performed
paternity analyzes on A. angustifolia seeds, and reported no evidence
of null alleles in 10 microsatellite loci, of which six were used in the
present study (Ag45, Crcal, Ag20, Ag56, Aangl4 e Aang28). It should
be noted that Ag23 and Ag45 were the loci that presented the highest
rates of null alleles in the present study. Based on our results, it can be
infer that the rate of null alleles can be highly influenced according to
the population evaluated.

The association between the presence of null alleles and flanking
region highly polymorphic have been demonstrated repeatedly in
molecular studies. Several of these studies suggest that microsatellite-
flanking region may be less stable than other genomic regions
(GRIMALDI; CROUAU-ROY, 1997; CHAPUIS; ESTOUP, 2007). The
loci that were more polymorphic (higher number of alleles) and,
consequently, with greater exclusion power, did not present correlation
with the high rates of null alleles.

Vranckx et al. (2014) investigated the pollen flow with
microsatellite markers in small fragmented forest stands of pedunculate
oak (Quercus robur L.). The authors showed that out of 10 SSR, nine
showed low null allele frequencies in all populations analyzed (<0.05),
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however, one of these loci showed consistently high null allele
frequencies (0.05-0.15). Because of that the authors Vranckx et al.,
(2014) removed this locus from the analysis to increase the quality of
results.

Removal from analysis may be an alternative for those loci with
high rates of null alleles. Therefore, it is extremely important to conduct
a preliminary analysis (as suggested by Pompanon et al., 2005).
Additionally, based on the results of the present study, we suggest the
inclusion of different populations in future studies, to avoid
expenditures on loci that will be removed from further analysis.
Moreover, a consensus has not been reached regarding the effect of null
alleles on parentage analyses. Dakin; Avise (2004) reported that the
frequency of null alleles less than 0.2 is unlikely to introduce serious
bias into parentage. As loci with null alleles are usually identifiable,
they tend not to be a major problem for parentage analysis (JONES et
al., 2010). Nevertheless, it does not mean that they should not be
reported.

5.4.3 Inconsistencies (potential mutations)

Mutations are the important class of genotyping errors, which are
a real biological phenomenon in which the allele inherited by the
offspring changed in some way from the allele present in the parent
(JONES et al., 2010). Following the pattern of allele transmissions in
parent—progeny pairs is the most effective method to study the processes
of microsatellite mutations directly (ELLEGREN, 2004). The mutation
rate estimated in this study refers to maternal mutation rate. In addition,
at least one known parent offers a powerful tool to detect scoring error
(DEWOODY; NASON; HIPKINS, 2006). However, the quantity of this
kind of studies is yet very low in comparison with the number of studies
that use the information parent-progeny to infer about gene flow.
Similarly to the present study, 61 (12,6%) mismatch were verified
among seeds with their mother over the 483 seeds genotyped, at one or
more loci, in a paternity analysis study of Fraxinus excelsior
(BACLES; ENNOS, 2008). Nevertheless, we considered that this is not
a weight on the analyses performed in the Chapter II, since the all
paternity assignments were obtained within the restrict confidence
interval (95%).

A way to mitigate genotyping deviations and to discriminate
mutations is to process the samples at the same time by families
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(mothers together with their progenies). This can avoid problems caused
by different amplification conditions and electrophoresis. In addition,
since knowledge of the maternal genotype in paternity analyzes of seed
is extremely important, because it increases the power of exclusion
(MEAGHER; THOMPSON, 1986; MARSHALL et al., 1998). This
strategy allowed us to obtain robustness in the results of the chapter II of
this document, since we genotyped simultaneously the mothers in
triplicate and the seeds with inconsistencies in duplicate.

Mutations within microsatellite loci tend to occur from long alleles to
shorter lengths, thereby acting to prevent infinite growth. In addition,
expansions are more common than contractions among dinucleotide
repeats (ELLEGREN, 2000). If we take into account the inconsistencies
as possible mutations, the proportions of expansions and contractions
were similar and occurred at an average rate of 3.3 x 10 over loci. Yet,
mutations involving several mutational steps can occur by
recombination. Unique DNA sequences in a genome exhibit a very low
mutation rate (approximately 10° nt per generation), whereas the
mutation rates in STR sequences are several orders of magnitude higher
(BONIN et al., 2004), ranging from 10° to 102 nt per generation
(ELLEGREN, 2000). Thus the values obtained in the present study are
similar to those found in other studies. Moreover, there was apparently
great variation in inconsistencies rates (potential mutation) among loci.
Chakraborty and collaborators showed that in human STR loci,
dinucleotide repeats display the highest mutation rate in comparison
with tri-, and tetranucleotides (CHAKRABORTY et al., 1997).
Therefore, it will be valuable the development of new studies with
microsatellites markers for A. angustifolia, preferably increasing the
availability of tetranucleotide markers, in order to increase the
possibility of multiplex optimization and selection of loci with low
genotyping error rates. In addition, it could be better to choose markers
of lower error rates rather than higher polymorphisms in an error-
sensitive statistical analysis(WANG, 2018).

5.4.4 Implications and recommendations on genotyping
deviations

The genotyping process is subject to genotyping deviations that
may interfere the results of genetic analyzes. The reasons rely on the
quality of previous processes (eg.; obtaining DNA and amplification).
Neither mistyping nor null alleles should be disregarded when inferring
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migration using microsatellite markers, especially if rigorous
uncertainty assessment is required (ROBLEDO-ARNUNCIO;
GAGGIOTTI, 2017). However, removing deviations might not reduce
bias, depending on the number and kind of deviations detected and the
bias each one creates (POMPANON et al., 2005). Bacles and Ennos
(2008) analyzed ways of correcting genotyping deviations and
demonstrated that the transformed data set still includes a genotyping
error rate of about 3.6% per locus, which may have an impact on the
conclusions drawn from their study. Some authors have recommend that
markers with high deviations rates either be excluded from the analysis
or be regenotyped in all families (SEAMAN; HOLMANS, 2005). Thus,
these error-prone loci, once identified, can be removed from the study to
increase its reliability (POMPANON et al., 2005).

Although the removal of loci with deviations has been suggested,
recent simulations showed that the loss of information exceeded noise
reduction when discarding mistyping-prone loci, not improving, but
rather worsening, migration estimates. The best strategy for accurate
estimation of seed and pollen migration rates would thus seem to be
using all available loci and jointly estimating mistyping rates in the
analyses (ROBLEDO-ARNUNCIO; GAGGIOTTIL, 2017; WANG,
2018). Based on these results, a further possibility to the presence of
genotype deviations is to use software packages that incorporates error
models and rates as entry parameters and reports a confidence interval
for the results (BONIN et al., 2004). This strategy can be used because
the statistical power included in some programs are robust to the
occurrence of genotyping deviations (ZOU; ZHAO, 2004). However,
estimating deviations rates and integrating them into error-tolerant
statistical methods cannot be overstated (WANG, 2018). It should be
noted that analyzes are not always robust enough to avoid a possible
bias caused by the various types of genotyping deviations. Although not
always serious, unaccounted-for genotyping deviations may
compromise accurate estimation of contemporary seed and/or pollen
migration rates (ROBLEDO-ARNUNCIO; GAGGIOTTI, 2017). Tests
of ecological or evolutionary hypotheses should use the appropriate
adjusted allele frequencies, and not the raw genotypic data, when
possible (DEWOODY; NASON; HIPKINS, 2006). Most estimates of
population differentiation, in contrast, are based on allele frequencies
and not individual genotypes, and reasonable deviations rates (< 2% of
genotypes mistyped) are unlikely to seriously bias these results (BONIN
et al., 2004; DEWOODY; NASON; HIPKINS, 2006).
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The best way to deal with genotype deviations is initially try to
prevent them and for this, a prior analysis of the data becomes
necessary. Firstly, manual scoring alleles is a practice that went out of
use (POMPANON et al., 2005), rather than combining automated allele
calling with visual inspection of each sample is recommend, given the
capacity of the well-trained analyzer to know about characteristic peak
patterns and potential scoring problems in each marker locus
(DEWOODY; NASON; HIPKINS, 2006). Semi-automated scoring
followed by human visual inspection seems to be the most reliable
procedure. In addition, replicating 5-10% of the samples has been
recommended, because may help not only to estimate de deviations rate,
but also help in the increase the analyzer experience. Although many of
the procedures used in preventing mistypes are expensive and time-
consuming (BONIN et al., 2004) they can help to detect the different
types of genotypes deviations.

As a way to prevent genotype deviations the protocol proposed
by Pompanon et al.,, (2005) recommend that these measures be
systemically reported to attest the reliability of published genotyping
studies. Other punctual recommendations are (i) have several efficient
precautions to prevent contaminations and technical artifacts; (ii)
systematic use of blind samples and automation; (iii) experience and
rigor for laboratory work and scoring; and (iv) systematic reporting of
the deviations rate in population genetics studies (BONIN et al., 2004).
Moreover, quality controls should be carried out during each step and
each batch of experiments (POMPANON et al., 2005). We recommend
to avoid typing the samples information, such as sample name and data
results, at each stage of the study. Instead, we suggest to export or
import any data whenever possible. In addiction we recommend to use
the same order of the samples (same positions) to perform the laboratory
steps (dilution, amplification and electrophoresis). In the genotyping
process, we recommend (i) the use of adequate software that employ
allele binning, (ii) always include mother and their progenies to scoring
alleles, as well as allelic ladder (mixing of DNA from samples with
potential alleles in the population), (iii) perform a rigorous data
conference, and (iv) use high fidelity DNA polymerases. An accurately
sampling size is also important to avoid overwork and, if necessary, to
analyze part of the samples in a different laboratory can help you find
sources of error.
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5.5 FINAL CONSIDERATIONS

The information about inconsistences in offspring—mother
genotype comparison is the first described in Araucaria angustifolia and
will be useful in population genetics analyses by incorporate potential
mutation rates such as source of variation in population dynamics and
calculating the effective estimates of migration, population size, and
genetic structure indexes. Because in genetic diversity analyses, as null
alleles rates tend to decrease the observed genetic variation, the
mutation rates tends to increase it; however, both can cause false
exclusions in parentage analyses. Further testing will be necessary to
know the effective rate of the mutation and null alleles occurs and, how
does it influence the accuracy of parentage assignments.

The presence of genotyping errors, null alleles and
inconsistencies (mutations) is inherent in the genotyping technique with
microsatellite loci. Therefore, the knowledge of the rates with which
these events occur is extremely important to use of appropriate methods
to avoid possible interferences in genetic studies conducted with
microsatellite markers. Since implications of strategies to conservation
of several species, including threatened ones, are based on studies that
use STR markers, and for most of them there are no reports of
occurrence of genotyping errors, it is time to take them in consideration.
In doing further studies, it is worth always considering the presence of
genotyping deviations and looking for processing methods and analysis
that are compatible and robust to detect and measure the genotyping
errors, null alleles and inconsistencies (mutations). In case of an
unusually high error rate, this value can also give a useful clue about
technical difficulties encountered and this would benefit the scientific
community greatly (BONIN et al., 2004).

In the analyzes accomplished in chapters I and II of this thesis,
we considered that regardless of the possible bias that genotyping
deviations might cause in their results and conclusions, measures were
taken at all stages to minimize the genotyping errors. Thus, the
frequency of markers and the magnitude of genotyping errors found in
the present work justify the reporting in a separate chapter to address
that issue related to genetic analyzes with microsatellite markers in 4.
angustifolia. Therefore, we consider that the hypotheses formulated and
the main conclusions drawn, which refer to the comparison between
years and sites, remain valid because they were subject to the same
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conditions. For example, even if there is an overestimation of the
migration rate found, the assessed years or places will be equally
affected.
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6 CAPiTULO~ vV - CONSIDERACQES FINAIS E
IMPLICACOES PARA CONSERVACAO DA Araucaria
angustifolia

Apesar do importante papel cultural, ecolégico e social da
Araucaria angustifolia, o viés econdmico para exploragdo madeireira é
0 que mais pesa, o qual muitas vezes, visa apenas a obtencdo de lucro
imediato. Com isso, as pressdes para liberagcdo da exploragdo e manejo
da espécie sdo iminentes e podem representar um risco para manutengao
da espécie, pois, se ocorrerem de maneira intensa, desordenada e sem
critérios, estas podem levar novamente a severas reducdes
populacionais, como ocorreu no passado, fato que culminou na ameaca
de extingdo da espécie. A pressdo de uso sobre a espécie e a perda de
habitats para plantios agricolas e florestais, aliadas a proibigdo de corte
para exploragdo madeireira pela legislagdo tem causado um efeito
reverso no que tange a conservacdo da espécie, pois, alguns
proprietarios optam por nao deixar a espécie se desenvolver, eliminando
as plantas ainda na fase jovem.

De maneira geral estudos conduzidos a longo prazo ou
conduzidos em diferentes anos sdo essenciais e desejaveis para obten¢ao
de informagdes concisas acerca dos processos  biologicos
principalmente de espécies longevas como A. angustifolia. Sua presenga
na Floresta Ombrofila Mista, tanto em formagdes florestais como em
meio as paisagens de campo torna a espécie relevante para tentar
compreender como alguns dos aspectos que moldam a diversidade
genética atuam nestes diferentes ambientes. Por ser uma espécie
representativa da fitofisionomia de uma regido estudos demo-genéticos
com a espécie tem ocupado uma posicdo de destaque, no entanto, e a
continuacdo destes ao longo dos anos ¢é muito importante,
principalmente em relacdo a obtencdo de informagdes que possam
auxiliar a desenhar perspectivas do que podera ocorrer com a espécie no
contexto do Antropoceno. Dessa forma, as descobertas do presente
estudo permitiram gerar informagdes inéditas para Araucaria
angustifolia e assim compreender de maneira dindmica e abrangente os
processos aos quais a espécie estd submetida em seu ecossistema de
ocorréncia, permitindo avancar em questdes pertinentes a sua
conservacao.

Ao serem avaliados os aspectos genéticos da espécie foram
empregadas de maneira integrativa metodologias de analise distintas
buscando-se entender como ocorre a dindmica espago-temporal na
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diversidade genética e no fluxo de poélen de fragmentos e arvores de
Araucaria angustifolia isolados na paisagem. De modo geral, grande
parte resultados encontrados no presente estudo destacam que existem
variacOes nas informagdes obtidas em avaliagles feitas em diferentes
anos. Deste modo, ¢ essencial que novos estudos genéticos-ecologicos
devam focar tanto na avaliagdo de diferentes anos, assim como em
diferentes locais. Ainda cabe ressaltar que na conducdo de estudos
genéticos futuros com a espécie os desvios de genotipagem devem ser
considerados no processamento e analise de marcadores microssatélites.

Em resumo os resultados encontrados demonstraram que as
populagdes de A. angustifolia presentes em areas de campo
apresentaram auséncia de estrutura genética espacial, o que significa
dizer que individuos mais proximos geneticamente ndo ocorrem mais
proximos no paisagem, ou seja, estes estdo distribuidos de maneira
aleatéria no espago. Fato este que permite que planos de coletas de
sementes nestes locais sejam feitos sem a necessidade de respeitar uma
distancia minima entre plantas para evitar a coleta de individuos
aparentados. Foram encontrados indices de fixacdo significativos nas
populagdes adultas e também nas progénies, indices que podem
representar o potencial de perda de diversidade genética das populagdes,
ao longo das geragdes. Contudo, a alta diversidade genética encontrada
pode contrapor esse efeito se o amplo fluxo génico verificado continuar
a ocorrer na populacdes. Com isso, a baixa taxa de cruzamentos entre
individuos aparentados encontrada pode ter ocorrido devido a este
amplo fluxo génico. Os valores de imigracdo de podlen encontrados
indicam que pelo menos metade do polen é oriundo de fora das
populagdes avaliadas. Isso indica que ambas as populagdes estudadas de
A. angustifolia ndo encontram-se geneticamente isoladas e além do
mais, apresentam um potencial para conservacao genética da espécie na
paisagem, por representarem a conexao genética com outros fragmentos
ou arvores isoladas. Isso demonstra que essas populagdes possuem um
alto valor para conservagao in situ, bem como para coleta de sementes
para programas de melhoramento, restauragdo e conservagdo ex sifu.
Contudo, os padrdes de movimentacdo de podlen demonstram que as
coletas devem envolver mais de um ano, de modo a abranger o maximo
da variabilidade genética e do potencial adaptativo da espécie.

Embora a 4. angustifolia seja polinizada pelo vento, houve uma
baixa associa¢do dos padroes de movimentagdo de polen desta com os
ventos predominantes na regido, indicando um padrdo anisotropico de
fluxo de poélen. Todavia, a alta associagdo das caracteristicas da
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paisagem com os padrdes de movimentagdo de pélen demonstram que a
composi¢do da paisagem ¢ determinante na movimentagao de polen. Os
indicios da presenca de forgas evolutivas como deriva, migragao,
endogamia, mutagdo e migracao nos resultados encontrados deste estudo
contribuem no avango da compreensdo de como esses processos
bioldgicos podem agir sobre a diversidade genética das populagdes.
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APENDICES

Apéndice 1 - Variaveis de didmetro em centimetros das plantas avaliadas nas
areas FSR ¢ FECAV.

Local N Minimo Maéximo Meédia E.pad Desv.pad, S-W (p)
FSR 170 31 207 98,8 3,0 39,4 0,0001
FECAV 65 49 220 1194 5,1 40,9 0,976

Er.pad = Erro padrao; Dev.pad = Desvio padrdo; S-W (p), valor de p para o
teste de aderéncia a distribuigdo normal Shapiro-Wilk.



Apéndice 2 - Variaveis de produtividade de sementes de Araucaria angustifolia em diferentes eventos reprodutivos, avaliados
para regido de Lages SC. Letras A, B, C e D representam diferentes populag¢des avaliadas no municipio de Lages — SC.

Evento reprodutivo 2013 A 2013 B 2015 C 2016 C 2017 C 2017 D GERAL
Variavel Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média (DP) Meédia (DP) Média (DP) | Média (DP)
Peso da pinha (g) 1304,0 3870 1312,6 511,01 - - 1193,8 441,9 14953 4362 17148 6357 |1404,1 204,6
Nimero de pinhes/pinha 97,6 11,0 839 30,5 864 353 850 30,8 854 337 731 27,7 |852 78
Peso pinhdes (g) 576,7 2200 580,1 256,8 6643 2943 5735 250,1 5664 2543 5814 2871|5904 366
Peso falhas (g) 1206,4 388,6 12286 490,9 1095,5 441,7 1410,7 4240 11334 435712149 1219
Peso/por pinhio (g) 6,9 22 84 1,0 83 63 6,7 1.8 68 L6 717 20 |75 0.8
% Peso pinhdes na pinha 43,9 1,1 459 165 472 123 404 398 332 11,5 |421 5.6

N érvores (total) 10,0 - 10,0 - 16 - 18 - 180 - 120 - 84 -

N pinhas (total) 50 . 50 . 76 . 90 . 84 . 57 . 407 .

DP = Desvio padrao.
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Apéndice 3 — Sucesso reprodutivo (Srp) de plantas masculinas de Araucaria
angustifolia em diferentes anos e locais de avaliagdo (Fazenda Santa Rita - FSR
e Fazenda Experimental do CAV — FECAV) no municipio de Lages, SC.

. . Sp (%) Srp (%) Sp (%) . . Srp (%)
Pai determinado Pai determinado
FSR 2015 FSR 2016 FSR 2017 FECAV 2017
19M 3,3 2,6 - 07M 1,7
20M 2,2 52 2,9 11M 2,6
211 1,6 - - 12M 10,3
22M 0,5 0,5 0,5 171 0,9
24M - 21 1,9 181 0,9
25M 29,3 10,9 9,7 191 2,6
27M 2,2 7,3 34 211 0,9
28M 1,1 1,0 - 22M 0,9
30M - 1,0 1,0 23| 34
31M 2,7 52 5,3 24M 2,6
32M - 1,0 0,5 26M 1,7
33M 2,2 3,1 0,5 27TM 12,9
351 0,5 1,0 1,0 28| 43
36l - 0,5 0,5 301 1,7
371 0,5 - - 33M 1,7
38l 0,5 0,5 - 35M 0,9
391 0,5 - - 38M 1,7
39M - 0,5 - 391 34
40M - 2,6 1,5 44| 7.8
42M - - 1,9 53| 0,9
45M - 21 34 571 52
46M - 0,5 - 59M 0,9
491 - 1,0 - 60M 2,6
52M 1,1 - 0,5 61M 6,0
55M - 1,6 1,0 62| 0,9
57M - 1,0 0,5 64M 0,9
58M - - 0,5 661 11,2
591 - 1,0 0,5 671 52
61l 0,5 - - 68| 34
62l - 0,5 -
63M 0,5 - 0,5
64M - 0,5 -
65M 0,5 - 0,5
66M 0,5 - -
69M - 0,5 1,9
69MF 1,1 - -
72M 6,5 1,0 34

Continua
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Continuacao
Pai determinado Srp (%) Srp (%) Srp (%) Pai determinado Srp (%)
FSR 2015 FSR 2016 FSR 2017 FECAV 2017
73M 1,6 1,0 2,9
741 - 0,5 -
78M - - 0,5
80l 11 0,5 0,5
81l 0,5 1,0 0,5
82M 0,5 1,6 0,5
83M 0,5 1,6 -
85M 2,2 1,6 1,7
86M 0,5 - 0,5
87M 2,7 4,2 53
88M 0,5 - -
89M 0,5 0,5 -
96M 0,5 - -
1021 - 1,0 -
103M 0,5 - 1,0
1041 11 1,0 0,5
105M 0,5 0,5 0,5
106M 0,5 0,5 -
107M - 0,5 0,5
108M 0,5 - 0,5
1001 - 1,6 0,5
1101 - 0,5 -
1121 0,5 1,6 -
1141 - 2,1 -
115M 11 0,5 -
1161 - 0,5 -
1171 - 0,5 0,5
119M 2,2 0,5 1,5
1211 0,5 1,6 -
1221 - 0,5 0,5
1231 - 0,5 0,5
1261 - 0,5 0,5
128M 2,2 - 1,0
1311 4,3 1,0 -
1321 - 0,5 -
1331 11 0,5 4,4
134M 2,7 0,5 6,8
1351 11 - 0,5
137M - 0,5 1,0
138M - 1,0 -
1411 11 0,5 1,5
142M - 0,5 -
1431 0,5 - -
1441 - 1,6 0,5
1491 0,5 1,0 -
1471 0,5 - -
151M 0,5 - 2,9
1541 - 0,5 -
1551 - 0,5 -
158M 0,5 - -

Continua
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Continuacao
) ) Srp (%) Srp (%) Srp (%) . . Srp (%)
Paldeterminado  rop o015 FSR2016  FSR2017  aldeterminado ppony opq7
150 - 1,0 05
161M 0,5 05
162M . 0,5 05
163M 0,5 0,5 .
164M . 1,0 -
166M - 10 .
168l 0,5 05 05
1711 y - 05
174M 1,1 . 05
175 - 0,5 N
177M 0,5 : 2,4
179M y 0,5 05
180M 2,2 : 05
182 0,5 1,0 1,9
184 1,1 0,5 1,0
185 05 1,0 .
1871 : 0,5 -




