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RESUMO

A araucaria Araucaria angustifoliagBert.) O. Ktze. (Araucariaceae)) € uma espédieado
Brasil e atualmente considerada em extincdo. Estdéodiversidade genética e sistema de
reproducdo sdo importantes para a conservacao loraelento genético da espécie. O
objetivo geral do presente trabalho foi determimgrotencial de progénies de polinizacdes
dirigidas e de progénies de plantas mondicasAdengustifoliapara o melhoramento
genético. Para isto, os objetivos especificos foigemar um novo protocolo para isolamento
de DNA de aciculas de araucaria; verificar a seg&g genética dos locos microssatélites
utilizados; comparar a diversidade genética de @neg de polinizacbes dirigidas e de
plantas mondicas com progénies de polinizacdo loee plantas didicas de araucéria;
confirmar o parentesco esperado de irmaos-compdetogrogénies de polinizacdo dirigida; e
determinar o sistema de reproducdo de plantas wcesdile A. angustifolia. Foram
genotipados o0s genitores e 0s juvenis de progéleigslinizacéo dirigida e de polinizacéo
livre de plantas didicas e mondicas, utilizandoo dibcos microssatélites. O protocolo
estabelecido permitiu o isolamento de DNA de boaliqade e em grande quantidade, e é
uma op¢ao mais rapida e barata que os protocokusis na literatura para isolamento de
DNA de aciculas deé\. angustifolia Os oito locos microssatélites (Ag20, Ag23, Ag45,
Aang01, Aangl4, Aang28, As90 e CRCAcl) podem sadas para estudos genéticos Am
angustifolig pois apresentaram segregacao Mendeliana. Asmpesgée polinizacao dirigida

e as progénies de polinizacdo livre de plantas masddeA. angustifoliatem elevado
potencial para o melhoramento genétipojs tém alta diversidade genética, embora em
menor grau que progénies de polinizag&o livre datpk didicas. O parentesco nas progénies
de polinizacéo dirigida é de irmaos-completos, e gonfirma as hibridaces realizadas. As
plantas monodicas tém modo de reproducdo por xeriagayarando progénies com alta
proporcdo de irmados de cruzamentos (94-95%) e bar@porcdo de irmaos de
autofecundacéo (5-6%).

Palavras-chave: Araucaria, marcadores microssatélites, monoicia, diversidadeética,
sistema de reproducéo.



ARTIFICIAL POLLINATION AND MONOECIOUS TREES IN BREE DING OF
Araucaria angudtifolia (Bert.) O. Ktze.

ABSTRACT

The Brazilian pine Araucaria angustifolia(Bert.) O. Ktze. (Araucariaceae)) is a native
species from Brazil and currently considered endesdy Genetic diversity and mating
system studies become important to promote congsenvand breeding of species. The
overall objective of this study was to determine plotential of artificial pollination progenies
and progenies of monoecious treesAofangustifoliafor breeding. For this, the specific
objectives were: to generate a new protocol for Dbl#ation from Brazilian pine leaves; to
investigate the genetic segregation in microsétdlbici used; to compare the genetic diversity
of artificial pollination and open pollination pregies of monoecious trees with open
pollination progenies of dioeciods angustifoliato confirm the relatedness expected full-sib
in artificial pollination progenies; and to determaithe mating system of monoeciofis
angustifolia We genotyped the parents and juvenile plants frdificeal and open pollination
progenies of the dioecious and monoecious treesg usight microsatellite loci. The
established protocol allowed DNA isolation of goquhlity and large quantity, and is faster
and cheaper than other protocols described in itlegature for DNA isolation ofA.
angustifolia leaves. The eight microsatellites loci (Ag20, AgZ])45, Aang0l1, Aangl4,
Aang28, As90 and CRCAcl) can be used for genetidiest inA. angustifolia showing
Mendelian segregation. The artificial pollinatiorogenies and the open pollinated progenies
of the monoecioug. angustifoliahave high potential for breeding, as they havé Iggnetic
diversity, although to a lower degree than operinailon progenies of dioecious trees. The
relatedness in artificial pollination progenieguli-sib, which confirms the crosses made. The
monoecious trees are reproductive mode by xenogajagerating progeny with high
proportion of crosses sibs (94-95%) and low praporof selfing sibs (5-6%).

Key-words: Brazilian pine, microsatellites markers, monoicengtic diversity, mating
system.
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1 INTRODUCAO GERAL

A Floresta com Araucaria ocorria numa extensdo & inilhdes de hectares no
Brasil até fim do século XIX, principalmente nostdffos do Parana, Santa Catarina e Rio
Grande do Sul (Hueck, 1972). O intenso desmatanparo cultivo agricola e utilizagdo da
madeira de araucaria no século XX reduziu a arapauta pela Floresta com Araucaria para
menos de 3% da original (Guerra et al., 2002). Bmsequéncia, a araucariargucaria
angustifolia (Bert.) O. Ktze.) esta na lista de espécies daaflorasileira ameacadas de
extingdo (MMA, 2008).

Atualmente, as populacbes d&. angustifolia ocorrem predominantemente em
fragmentos pequenos, e existem poucas florestasapais continuas. O desmatamento
ocasionou a extracdo dos individuos de araucéria omelhores fendtipos, os quais
provavelmente tinham grande potencial para o mathento genético. Além disto, a
diversidade genética da espécie € menor nas nragmdntadas em relacdo aquelas mais
conservadagAuler et al., 2002; Medri et al., 2003; BittencoetSebbenn, 2009Isto &
agravado pela baixa taxa de regeneracdo natumaiadaaria na mata fechada (Paludo et al.,
2009). Assim, h& a necessidade de se desenvobgrapnas de conservac#ositu e ex situe
de melhoramento genético, visando 0 manejo sustn& a instalagdo de plantios para
exploracdo de pinhdes, com consequente valorizag@oedmica da araucaria (Guerra et al.,
2002; Zanette, 2010).

Neste sentido, o estudo da diversidade genétisaaneial, pois auxilia na selecdo de
plantas e sementes a serem utilizadas para a @@dile mudas ou para polinizagdes
dirigidas. Estudos sobre o conhecimento do sistdmaeproducdo sédo de fundamental
importancia no melhoramento genético, pois afetamiveis de endogamia e de diversidade
genética. AA. angustifoliaé uma espécie comumente didica e se reproduz pzaroentos,
mas, de forma rara, ha algumas plantas mondicaspicie, que podem se autofecundar, e
para as quais ndo ha informacdes na literatura s sistema de reproducao. Deste modo, a
avaliacdo da variabilidade genética nas progénis sistema de reproducdo das araucarias
mondicas, assim como a confirmacdo da efetividade pblinizagdes dirigidas podem ser
verificadas por meio de marcadores microssatéliesforma a subsidiar programas de
melhoramento genético da espécie.

O objetivo geral do presente trabalho foi verifiGarpotencial de progénies de

polinizagbes dirigidas e de plantas mondicas Ale angustifolia para programas de
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melhoramento genético da espécie. Para isto, @tival§ especificos foram: (1) Gerar um
protocolo para isolamento de DNA de aciculas deicémda; (2) Verificar a segregagéo
genética de oito locos microssatélites Ale angustifolia nas progénies estudadas; (3)
Comparar a diversidade genética de progénies deizaaldes dirigidas e de araucarias
mondicas com progénies de polinizacdo livre de c@mdas didicas; (4) Confirmar o
parentesco esperado de irmaos-completos em pregé@eepolinizacado dirigida; e (5)

Determinar o sistema de reproducéo de araucariasinas.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ORIGEM E EVOLUCAO DAAraucaria angustifolia

A familia Araucariaceaey grupo mais primitivo de coniferas ainda vivasialmente
é exclusiva do Hemisfério Sul, embora espéciesaddlifi ja tenham habitado o Hemisfério
Norte (Stockey, 1994). Esta familia surgiu ha 3083tmilhdes de anos, na Era Paleozbica,
durante o periodo Carbonifero Superior (Liu et2009). A familia consiste em trés géneros:
Araucaria, Agathise Wollemia Araucariaé o género com maior numero de espécies, 19. Na
América do Sul ha apenas duas espécasiucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze,
denominada de araucaria, pinheiro brasileiro oo do Parand, dispersa principalmente
no Sul do Brasil; &raucaria araucangMol.) K. Koch, conhecida como araucéria do Chile e
dispersa na regido dos Andes, no Chile e na Amger(Dutra e Stranz, 2009). Analises
filogenéticasbaseadas em genes do cloropladtononstraram que estas duas espécies sao
extremamente relacionadas (Setoguchi et al., 10&&haw e Wagstaff, 2001; Patreze e Tsali,
2010). As demais espécies Aeaucaria sdo encontradas na Nova Caled6nea (13 espécies
endémicas), Australia, Papua Nova Guiné e llhadllo(Dutra e Stranz, 2009).

A. angustifoliaé considerada um féssil vivo, pois foi submetidaithdes de anos de
selecdo natural e sobreviveu a grandes transfoesaciiméaticas. No Pleistoceno, de 1,8
milhdo a 11,5 mil anos atras, a regido dos plasalibtropicais do Brasil tinha um clima frio,
embora ndo cobertos por gelo, com longos periodosseta que nado permitiam o
estabelecimento da araucéria. Dados palinolégicdEam que neste periodo a regido era
coberta por pastagens de gramineas, sem formdgiestdis, e que a araucéria sobrevivia em
refugios proximo aos rios (Ledru et al., 1998; Bahle Safford, 2010). No Holoceno houve
aumento da temperatura e da umidade, principalndm®000 a 4.000 anos atras, criando
condi¢cdes mais favoraveis para a expansdA.dmngustifolia Porém, a maior expansao da
araucaria dos refugios para os campos nos planatimseu no sul do Brasil e iniciou ha
menos de 1.500 anos atras. Uma menor expansa®wcw@s populacdes da regido Sudeste
(MG, SP e RJ), que foram mantidas praticamentadssl em relacdo umas das outras, em
locais de altitudes superiores a 1.200 m (Beh8§2). Esta condigdo de disperséo histérica
interferiu na diferenciagcdo genética entre popwacdo Sul e Sudeste do Brasil, como
verificado por Stefenon et al. (2007) e Souza.gR8l09), utilizando marcadores moleculares.
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O pico de expansao da floresta com araucéria ciincbm o periodo de ocupacéo
dos planaltos do Sul do Brasil por grupos indigems tradicdo Taquara/ltarare,
principalmente Kaingang e Xokleng, que tinham caracacteristica marcante a construcao
de casas subterraneas. Estes povos plantavamraaaysara demarcar seu territorio e para a
producdo de pinhao, utilizado como principal alitoeno inverno. Por isto, os limites
geograficos e altimétricos de sua ocupacdo saaidemes com o dominio da Floresta com
Araucaria (Bitencourt e Krauspenhar, 2006; Iri@tBehling, 2007). A expansao da Floresta
com Araucaria sobre os campos no Sul do Bras#ytirgle 1.400 anos atras, esta relacionada
também com a reducdo da frequéncia do fogo apéspestodo (Jeske-Pieruschka et al.,
2010). Segundo Gessert et al. (2011), pela obs@rvadg conteddo de polen e carvado vegetal
em um solo da provincia de Misiones, Argentinamesse que a ocupacao pela araucaria se
deu a partir de 1.810 anos atras e coincide conaiarrmtensidade da atividade humana, o
gue pode ser um indicativo de que a espécie foodnkzida nesta regido pelos povos
indigenas. Como a semente da araucéria (pinhdoaréle) e pesada, mesmo a disperséo
zoocorica € limitada a pequenas distancias, o aferca a idéia da contribuicdo

antropogénica na disperséo da espécie.

2.2 BOTANICA E FENOLOGIA DAA. angustifolia

A araucaria foi descrita cientificamente pelo naligta europeu Antonio Bertolini, em
1820, a partir da coleta de um exemplar plantad®ooo do Corcovado, Rio de Janeiro.
Inicialmente ele a denominoGolumbea angustifoliaDepois por afinidade #raucaria
araucana passou a@Araucaria angustifolia(Mattos, 1994). A espécipossui a seguinte
classificacdo botanica: divisdo Gymnospermae, elaSeniferopsida, ordem Coniferae,
familia Araucariaceae, génetoaucaria, espéciangustifolia(Joly, 1983).

A A. angustifoliaé uma espécie dibica, ou seja, com arvores maasui femininas
distintas, podendo viver de 200 a 300 anos. A éreoperenifélia, com altura média de 20 a
25me 1,0 a 1,5 m de diametro. Apresenta o trogtwoe cilindrico, com ramos dispostos em
8 a 15 verticilos, tendo 6 a 10 ramos por verticAg araucarias adultas tem formato de
candelabro, devido a perda dos verticilos basaigieMma apical dos ramos primarios e
secundarios € plagiotropica, ocasionando o crestomiateral. Os ramos secundarios sao



18

conhecidos por grimpas e contém as folhas, denaaénde aciculas (Hertel, 1980; Carvalho,
1994; Mattos, 1994).

As inflorescéncias desenvolvem-se na extremidaderdmos na planta adulta. A
primeira floracdo normalmente ocorre entre 15 aaBBs do plantio da semente. Uma
caracteristica marcante das coniferas é o arraof dlgdos reprodutivos de maneira
espiralada, formando um cone, também chamado débist As plantas femininas
apresentam folhas modificadas denominadas gindsisples quais sdo compostos por mais
de 200 folhas carpelares, inseridas ao redor deeim conico. O 6vulo nasce na axila,
protegido por uma folha modificada estéril. Estadaune-se a outra folha modificada estéril
envolvendo o évulo fecundado, formando a sement@alzcaria, denominada de pinhdo. O
estrobilo feminino maduro, denominado de pinhaesgmta trés tipos de estruturas: o pinhao
cheio, o pinhdo chocho (que nao foi fecundado) esaamas de preenchimento. As plantas
masculinas possuem folhas modificadas denominaddsostrobilos, conhecidos como
mingotes, que séo formados por numerosas escas@glas em torno de um eixo alongado,
de 10 a 15 cm. Em seu interior estdo localizado®rsidbs sacos polinicos, onde se
desenvolvem os gréaos de pdlen (Joly, 1983; Mal@@4).

Os individuos déA. angustifoliaproduzem novos estrébilos anualmente. Nas arvores
masculinas, todos os androstrobilos encontram-senesmo estadio de desenvolvimento.
Para as condi¢bes de Curitiba, Parand, o cresonwatrre de novembro a agosto, com
amadurecimento e liberacdo dos graos de polen mise e outubro, quando os mingotes
passam da cor verde para marrom, com ciclo de kesnés arvores femininas apresentam
ginostrébilos durante todo o ano e em diferenteslas de desenvolvimento, que podem ser
identificados pelo seu tamanho. Entre novembranagiha ginostrébilos no 1°, 2° e 3° ano de
desenvolvimento em uma mesma arvore. O primeirddestdo ginostrébilo ndo é visivel,
pois esta protegido por aciculas. No segundo estdsliginostrobilos estdo prontos para
receber o pélen. No terceiro estadio os ginoswwébja foram polinizados. De junho a
novembro distinguem-se dois estaddios de desenvehton pois a inducdo dos novos
ginostrébilos ocorre em novembro. Apds a polinibagdn setembro e outubro do ano
seguinte, ocorre o desenvolvimento dos pinhdesamqeedurecem 20 a 25 meses mais tarde,
de abril a setembro (Anselmini et al., 2006).

Em Campos do Jorddo, Sdo Paulo, a polinizacd degustifoliaocorreu em agosto
e setembro, mais precocemente que em Curitiba.s@8bdos apresentaram crescimento
lento durante 10 a 12 meses, seguido de fase adelate crescimento até atingirem a

maturacdo, apos 20 a 24 meses da polinizacdo, e mgulho (Mantovani et al., 2004). Este
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inicio do rapido crescimento provavelmente coincmen a fertilizagdo, que segundo
Shimoya (1962) ocorre aproximadamente um ano apoé$irazacao.

A polinizacéao d&\. angustifoliaé anemdfila e € mais efetiva sob tempo seco, pois e
anos chuvosos ocorre baixa taxa de fecundacéo errperducdo de pinhdes (Anselmini et
al., 2006). Ha aproximadamente 1.300 microespa®filpor androstrobilo, cada
microesporéfilo contém aproximadamente 10 a 15ae&porangios, que contém entre 500 a
1.000 gréaos de polen (Hertel, 1980). Desta forradaandrostrébilo pode produzir milhdes
de grdos de pdlen. Segundo Sousa e Hattemer (2608)ao de polen da araucaria €
relativamente grande (61,5 um) e sem vesiculaesayib que determina uma capacidade
reduzida para flutuar (12 a 19 crif)= o pdlen atinge o solo rapidamente. Estes fatore
combinados com a alta densidade populacional tiecorestas com araucaria, pode limitar
0 movimento do pélen entre e dentro das popula¢g@@mem, contrariando estas expectativas,
Bittencourt e Sebbenn (2007) detectaram movimeatpden até 2,1 km de distancia, entre

um pegueno grupo isolado de 11 arvores e um fragnflenestal de 5,4 hectares.

2.3 A FLORESTA COM ARAUCARIA

A Floresta Ombrofila Mista, também denominada derddta com Araucaria, €
integrante do Bioma Mata Atlantica (Brasil, 200Ekta formacéao florestal € caracterizada
pela elevada dominancia da angustifolia que representa aproximadamente 40% dos
individuos (Koch e Corréa, 2010). A espécie ocupdossel superior da floresta, criando
condicdes de sombreamento para o desenvolvimentespécies arboreas como imbuia
(Ocotea porosp canelas @Qcotea sp., Nectandra sp. e Phoebe sp.), erva-mate llgx
paraguariensiy espécies frutiferas da familia Myrtaceae, além »x@&xim Qicksonia
sellowiang (Nascimento et al., 2001). Também abriga grandersidade de animais, como
gueixadas Tayassu pecayi antas Tapirus terrestriy pacas Agouti pacd, -cutias
(Dasyprocta azarade bugios Alouatta fuscy serelepes Sciurus ingran)i papagaios
(Amazona sp.e gralhasCyanocorax sp.(Koch e Corréa, 2010). O pinhao € o alimento mais
importante durante o inverno para estes animaislosexcelente fonte de energia (Vidolin et
al., 2011).
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A distribuicdo geogréfica da Floresta com Araucérie 19 30° S de latitude e 40°
a 57°W de longitude. Até final do século XIX, a Flores@m Araucaria cobria 182.295 km
(18,2 milhdes de hectares) nos planaltos brasiiegm altitudes entre 500 a 2300 m, sendo
40% da area no Estado do Parana (73.780 km?2), 3i%amta Catarina (56.693 kmz?), 25%
no Rio Grande do Sul (46.482 km?2) e 3% em Sao Rautd0 km2). Também havia pequenas
areas no noroeste do Rio de Janeiro e sul de Maeaais (1% da area), assim como no
nordeste da Argentina (Provincia de Misiones) &le® Paraguai (Departamento de Alto
Parand) (Hueck, 1972).

Atualmente, &. angustifoliaé reconhecida como espécie da flora brasileiraeatz
de extincdo (MMA, 2008). Isto porque o extrativisimi® madeira reduziu mais de 97% da
area de ocorréncia da Floresta com Araucaria. 2antesé encontrado na forma de pequenos
fragmentos em propriedades privadas ou em resegeasrnamentais de conservacao.
Segundo Castella e Britez (2004), no Estado donAams florestas priméarias ou intocadas
ndo existem mais e restam menos de 1% (66.109eéhfprbstas em estdgio avancado de
sucessdo. No Estado de Santa Catarina, na areeodénzia da Floresta com Araucaria,
verificou-se cobertura florestal de 28% do terr@oPorém, ds 155 remanescentes avaliados
no Inventario Floristico Florestal, apenas sei$%#),apresentaram-se cobertos por vegetacao
florestal primaria (baixa intervencdo humana), setuge a maioria dos remanescentes (76%)
apresentaram florestas degradadas e empobrecmlashaixa diversidade de espécies. A
Araucaria angustifoliafoi encontrada principalmente na forma de indiv&lgmvens, com
baixos diametros e alturas, e constatou-se pegu&sparsa regeneracao natural da espécie
(Vibrans et al., 2012).

A madeira serrada e laminada de araudaridurante varias décadas um dos produtos
mais importantes da exportacdo brasileira. EntrE516® 1960 exportou-se cerca de 18,5
bilhdes de m3 de madeira, sendo 90% da espgecamgustifolia Com intuito comercial, até
1960, eram cortadas principalmente araucarias ¢amatro superior a 40 cm, pois as tabuas
eram utilizadas na construgéo civil. Depois comegdabricacdo de papel e embalagens com
a utilizacdo das araucéarias de menor diametro.ldnacao do interior dos Estados do Sul
do Brasil foi intensificada nestas décadas e ouarderrubada total de areas de Floresta com
Araucaria, com a utilizacdo dessas terras fértaia pgricultura e criacdo de gado (Koch e
Corréa, 2010). A madeira da araucaria € composta8®¥ de celulose de fibra longa e
28,5% de lignina, podendo assim ser utilizada malygdo de papel de alta qualidade. A
resina proveniente da casca serve para fabricagdwados produtos quimicos, como

vernizes, terebentina, acetona e acido pirolenf©aovalho, 1994; Mattos, 1994).
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A falta de regeneracdo natural Aaangustifoliano interior da floresta dificulta sua
sobrevivéncia. As mudas de araucaria tém suassidades supridas pela semente por cerca
de 100 dias ap6s a germinacao e o hipocotilo ssyme dreno e deposito das reservas das
sementes neste estagio (Dillenburg et al., 2010@s primeiros meses de crescimento as
mudas de araucéria tem capacidade de se deseneaiveondi¢cdes de alto sombreamento,
com algumas alteracdes fisiologicas e morfolégicasno reducdo do acumulo de massa
seca, em comparacao as plantas crescendo a ple(feraswo e Dillenburg, 2007). Apesar
disto, Souza et al. (2008) observaram falta deviddbs jovens de araucaria em florestas
fechadas e baixo recrutamento em florestas subasetidcorte seletivo ha 60 anos atras.
Observaram também que individuos juvenis sdo eramyg apenas em sitios mais abertos,
com maior incidéncia de luz, demonstrando que &ne@gcao é dependente de grandes
perturbacdes na floresta. Paludo et al. (2011) éamizlataram que a regeneracao natural da
araucéria sob a floresta existe, porém com baixsidade de individuos juvenis. Estes
autores sugerem gue como a especie € longevaoadat@r sucesso na regeneragdo, mesmo
com baixo numero de individuos regenerantes.

A atual legislacdo proibe a exploracdo da madedrarducarias nativas, o que esta
contribuindo para a desvalorizacdo da espécie, mnsequente perda de interesse na
conservacao. Por isso, deve-se estimular o manajesfal sustentavel, considerando a
geracdo de renda e a conservacdo conjuntaments.dted. (2010) demonstraram que 0
manejo é decisivo para aumentar a taxa de creswnuas arvores remanescentesAde
angustifolia na floresta, auxiliando também na geracdo de resmk agricultores. A
regeneracdo da espeécie também seria favoreciddumpdo da abertura de clareiras na
floresta (Paludo et al., 2011).

A fragmentacdo florestal drastica causou efeitosgdegalo genético (populacéo
remanescente contém uma pequena amostra do coggmitm da populacéo original) efn
angustifolia Grande parte da diversidade genética desta esfuégberdida, o fluxo génico
foi fortemente limitado e houve aumento dos cruzdowe entre individuos aparentados,
gerando endogamia (Auler et al., 2002; Medri et2003; Sousa et al., 2005; Bittencourt e
Sebbenn, 2007; Stefenon et al., 2007; Bittencoulebbenn, 2009; Souza et al., 2009
Apesar disso, os remanescentes florestais aindé&maaitos niveis de diversidade genética
de A. angustifolia (Stefenon et al.,, 2009). No entanto, devido aoueeq tamanho
populacional, a manutencéo desta diversidade gangéis progénies depende da promocéao

da conectividade entre os remanescentes. Par& isxessario definir e executar estratégias
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de conservacam situ e ex situda Floresta com Araucaria, especialmente em estmla
paisagem (Bittencourt, 2007).

A conservacaadn situ deve incluir a preservacéo conjunta de florestasicoas e de
fragmentos florestais em propriedades particular@s), a criacdo e manutencdo de unidades
de conservacdo governamentais, de corredores divdnsidade e de RPPNs (Reserva
Particular do Patriménio Natural). Além disto, €essario favorecer a regeneracao natural de
individuos jovens na floresta, incentivando o maniprestal sustentavel, e estabelecer
incentivos fiscais ou pagamento por servicos anshienpara agricultores que mantém
fragmentos de Floresta com Araucaria (BittencoR@)7). De forma geral, € necessario
efetuar a conservacgdo de todo e qualquer fragnflenéstal ou plantas isoladas de araucéria,
principalmente em regides onde estes sdo escgguEe®les sdo efetivos na conectividade
genética através do fluxo de pdélen (Bittencourekl®nn, 2007).

Em dezembro de 2002, o Ministério do Meio Ambieheéiniu areas prioritarias para
criacdo de unidades de conservacédo (UCs) da Flocesh Araucaria e campos associados
nos Estados do Parana e Santa Catarina, sendorguedriadas duas UCs Federais em Santa
Catarina e quatro UCs no Parana, em 2005 e 200&I@ &).

Tabela 1. Unidades de Conservacéo da Floresta cautéria e campos associados, criadas em 2005en?80
Estados de Santa Catarina e Parana.

Estado Unidade de Conservacao Localizacéo Area (ha)
, Estacdo Ecologica da Mata Preta Abelardo Luz 9.006
Santa Catarina - — -
Parque Nacional das Araucarias Ponte Serrada esPlslssa 16.824
Parque Nacional dos Campos Gerais Ponta Grossa, (;astro 21.749
e Carambei
. Reserva Bioldgica das Araucarias Imbituva, Teixeira Soares 16.078

Parana e Ipiranga

Reserva Biologica das Perobas Tuneiras do Oesnert: 11.000

Reflgio de V|dapi|llx]zs;‘tre dos Campos de Palmas e General Carneiro 16.445

Fonte: MMA - Ministério do Meio Ambiente (2005).

De forma geral, os processos de implantacdo dekiasestdo em estagios iniciais e
ocorrendo lentamente, sendo coordenados pelo ICMBistituto Chico Mendes de
Biodiversidade). A implantacdo deve seguir as segsietapas, ndo necessariamente nesta
ordem e podendo ocorrer simultaneamenife consolidacéo territorial da UC: envolve a
regularizacdo fundiaria (compra de terras de pdaiies e/ou transferéncia/cessao de terras
entre Unido-Estados-Municipios) e a delimitacastélacdo de marcos em seu perimetro) e
sinalizacdo dos limites; 2) formagdo do Consellangaoltivo ou deliberativo, conforme a
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categoria): é o foruncomposto por representantes de 6rgaos publicossededade civil,
que participam da gestédo da UC; 3) elaboracéo @@mdRle Manejo": documento norteador
das acOes a serem desenvolvidas pela UC, e quemegia seu zoneamento interno e as
estruturas fisicas a serem implantadas dentro welseites para atingir os objetivos de sua
existéncia. Atualmente, estdo em andamento nedmsagara indenizacdo de proprietérios
particulares de areas em todas estas UCs, comaexckc Reflgio de Vida Silvestre dos
Campos de Palmas, cuja categoria permite a exiatdegpropriedades privadd3.processo
que mais avancou foi a criacao @omselhos, que ja estdo atuando em todas asQJE&no
de Manejo ja folelaborado e esta sendo executadoParque Nacional das Araucarias e na
Reserva Bioldgica das Perobas, esta em elaboratd@Estacdo Ecologica da Mata Preta e
o Refugio da Vida Silvestre dos Campos de PalmaB)da nao foi iniciada a sua elaboracao
para o Parque Nacional dos Campos Gerais e a ReBietdgica das Araucarias

Para a conservagé@x situé necessario desenvolverogramas de reflorestamento
utilizando sementes de origem regional, pois agsdlas plantadas de araucaria sao Uteis para

manter a diversidade genética da espécie (Stefraln 2008a; Ferreira et al., 2012).

2.4 PLANTIO DE ARAUCARIAS PARA PRODUCAO DE PINHOES

O pinh&@o é um alimento rico em carboidratos (ppalthente amido), em proteinas,
fibras, célcio, fésforo, ferro e vitaminas (Fran2608). O amido do pinh&do pode ser utilizado
largamente na tecnologia de alimentos (Stahl eR@07). No passado, os pinhdes serviram
de alimentacao para os grupos indigenas que rabiaiSul do Brasil e ainda hoje sdo muito
consumidos pelos humanos durante o outono e inverno

A importancia econémica do pinhdo € significatipancipalmente nos Estados de
ocorréncia natural da araucaria, em que o pinh&weanalizado provém principalmente de
povoamentos naturais. Em 2011 foram comercializa@l899 toneladas de pinh&o nos
mercados atacadistas (Ceagesp, de Sao Paulo,#C#@a®Rio Grande do Sul, Santa Catarina
e Parand), representando um valor de R$ 6,23 msillfdabela 2). Somam-se a isso

guantidades significativas comercializadas infom@alte e ndo registradas.

'Comunicacéo pessoal de Fabio Moreira Corréa e Andoe der Heyde Lamberts, Analistas Ambientais do
ICMBIo (Instituto Chico Mendes de Biodiversidade).
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Tabela 2. Volume total e precos médios de comézaigdo do pinhdo, de 2007 a 2011, nos principaisades
atacadistas da area de ocorréncia natural da ai@uca

Ceagesp-SP Ceasa-PR Ceasa-RS Ceasa-SC
Volume Preco Volume Preco Volume Preco Volume Preco

Ano (1) (R$ por kqg) (1) (R$ por kg) (1) (R$ por kg) (1) (R$ por kqg)
2007 898,22 1,15 929,06 1,78 427,09 2,21 292,12 2,38
2008 1.253,36 1,19 936,64 2,11 359,93 2,37 475,66 2,71
2009 1.067,80 1,39 614,81 2,18 284,10 2,65 225,82 2,54
2010 1.028,72 1,29 898,87 1,95 434,94 2,25 363,84 1,84
2011 1.010,24 1,41 1.168,00 1,70 829,22 2,08 391,38 2,15

Fonte: consulta aos sites institucionais de Ceag§fsiCeasa-PR, Ceasa-RS e Ceasa-SC, em marcoXe 201

A importancia social do pinhdo também é grande, wezague centenas de familias de
baixa renda tem no pinhao a principal fonte de aeamtbal (Silva e Reis, 2009). No caso da
colheita do pinhdo de forma extrativa, ainda é s&féa uma normatizacdo adequada, de
forma a garantir a regeneracdo natural da arauoarifloresta. Por isto, as familias que
tradicionalmente efetuam a comercializacdo do pirdgvem ser valorizadas e envolvidas em
programas de preservacao da espécie (Floriani,)2007

O numero de pinhas por araucaria € dependente rderolide ramos produtivos por
planta e de pinhas por ramo. Podem ocorrer dais tijg formacao de pinhas nas araucarias,
apenas nos ramos primarios ou nos ramos primarsesundarios (grimpas) conjuntamente.
As plantas mais produtivas sdo aquelas com pinbesglais tipos de ramos, podendo chegar a
14 pinhas em mesmo estadio de desenvolvimento gmo r(Anselmini et al., 2006).
Figueiredo Filho et al. (2011) detectaram 20,58ep¥has por arvore em uma floresta natural
e uma floresta plantada a 60 anos em Irati-PReotispmente. Sdo conhecidas araucarias
que ndo estdo em &rea florestal que produziranedt@tspinhas(Figura 1).

Quanto maior a proximidade entre araucarias feragi@ masculinas maior sera o
namero de pinhdes cheios, devido a maior dispad#ale de pdlen para a fecundacéao. Além
disto, € necessario que a abertura do ginostr@bilacida com o periodo em que as plantas
masculinas proximas estdo liberando o polen (Anseélet al., 2006). Em populaces de
araucaria de florestas naturais, a produtividadepidbdo observada € geralmente baixa
(Mantovani et al., 2004; Silva e Reis, 2009; Figeo Filho et al., 2011).

“Comunicacéo pessoal e fotos dos donos das progesdpie contém estas araucérias altamente proslutiva
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Figura 1. Araucérias com alta producgédo de pinha®léanta de Cagador-SC, que produziu 398 pinha2GH8.
B: Planta de Bom Retiro-SC, que produziu 380 pirgma2011.

Os plantios de araucaria para producdo de pinhéesnd ser incentivados, pois o
potencial de producdo pode ser muito superior amrerado em florestas naturais. No
entanto, para obter boa rentabilidade, é necessi@tioar o manejo adequado para aumentar a
producdo de pinhdes, como utilizar grande espadganerire as arvores (10 x 10 m), ndo
realizar desbaste de ramos e plantar mudas dedaiasiselecionadas pela alta producéo de
pinhdes e propagadas por enxertia (Zanette, 2010).

Considerando que em média ha oito ramos princypaiss/erticilo e oito verticilos, o
potencial € de 64 ramos produtivos em uma arau(Zaizette, 2010). E possivel haver até 14
pinhas por ramo (Anselmini et al., 2006), mas aersindo-se média de cinco pinhas por
ramo, pode haver 320 pinhas por araucéaria. Assmpaada pinha tem cerca de 80 pinhdes
cheios e média de 8 g por pinhdo (Figueiredo Féhal., 2011), isto equivale a 640 g de
pinhdo por pinha e 204,8 kg de pinh&o por araucknéo, se for realizado um plantio de
araucéria em espagamento 10 x 10 m (Zanette, 26d®)densidade de 70 plantas femininas
e 30 masculinas (propagadas por enxertia), a pwdide seria de 14.336 kg haSe o kg do
pinhaoin naturafor vendido a R$ 1,00 a renda bruta gerada seriid®4.336,00 ha

O custo de implantacdo de 1,0 ha de araucaria pecasiento 2,5 x 2,0 m (2.000
arvores por ha) foi calculado em R$ 2.306,85 eocdstmanutencdo médio de R$ 196,00 até
o0 terceiro ano do plantio. Segundo um plano desbaides (10°, 15°, 20°, 25° e 30° ano do
plantio) e corte raso aos 40 anos do plantio, darémnuta calculada com a venda das toras foi
de R$ 55.067,00 (BRDE, 2005), 0 que representaxapanlamente R$ 1.376,67 hano’.
Esta renda é bastante inferior a determinada reulodacima para producdo de pinhdes em
condicdes adequadas de manejo (R$ 14.336,00ahd"). Soma-se a isso que a renda do

pinhdo de uma araucaria é gerada todo ano, engdam@deira € uma vez so.
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Quando se recomenda o cultivo de araucaria, algongsapontos sdo apresentados.
Os principais sdo que a espécie demora muito aipiroel que quando é efetuado o plantio de
pinhBes ndo se sabe o sexo das plantas geradasr&Eanhbraucaria demore de 15 a 20 anos
para iniciar a producdo apos plantio dos pinhdesa planta pode produzir pinhdo por mais
de 200 anos (Mattos, 1994). O inicio da producéddepser antecipado utilizando a
propagacdo por enxertia, a qual também garanteadhasdo sexo da planta a ser gerada
(Zanette, 2010).

A variabilidade na época de maturacdo de pinhdesldscrita por Reitz e Klein
(1966) para cinco variedades Aleangustifolia Esta parece ser uma estratégia de coevolucao
da espécie com os animais dispersores de semdptégtma a ofertar alimento em maior
periodo do ano e, consequentemente, ter maiorwpdade de dispersdo das sementes para
regeneracdo da espécie. Este aspecto pode seeitgmlovem plantios de araucérias para
producdo de pinh&o, reunindo estas cinco variedgaesibilitando a producdo de pinh&o
durante todos os meses do ano (Tabela 3).

Tabela 3. Epoca de maturacéo de pinhdes de cingdades dé\raucaria angustifolia segundo descricdo de
Reitz e Klein (1966).

Variedade Jan. Fev. Mar. Abr. Mai. Jun. Jul.  Ago.et.S Out. Nov. Dez.

sancti-josephi

angustifolia
caiova
semi-alba

indehiscens-

2.5 DIVERSIDADE E MELHORAMENTO GENETICO DR. angustifolia

A diversidade genética de araucaria € marcant@apetmente devido sua ampla area
de ocorréncia geogréafica. Reitz e Klein (1966) dmsram nove variedades d&.
angustifolig com diferencgas principalmente na coloracéo epoaade amadurecimento dos
pinhBes.A. angustifoliavar. sancti-josephReitz e Klein, conhecida como pinheiro-séo-jose,
que é a variedade mais precoce, com sementes reatkifavereiro a marcé.. angustifolia
var. alba Reitz e Klein, cujo nome vulgar é pinheiro-branapresenta pinhdes brancos que
guando secos tornam-se amareladosngustifoliavar. angustifolia(Bertol.) Kuntze, possui

pinhBes vermelhos que amadurecem de abril a rAaiangustifoliavar. indehiscendMattos,
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conhecido como pinheiro-macaco, mantém suas semprgeas aos ramos mesmo apés o
amadurecimento dos pinhdes, que ocorre de seteatdraneiroA. angustifoliavar. nigra
Reitz e Klein, chamado pinheiro-preto devido sewhdes de coloracdo vermelho-escuro,
quase pretosA. angustifoliavar. caiovaReitz e Klein, conhecido como pinheiro-caiova, tem
seus pinhdes maduros entre junho e julho.angustifoliavar. estriata Reitz e Klein,
conhecido como pinheiro-rajado por apresentar msh@&ermelhos com listras vermelho-
escurasA. angustifoliavar. semi-albaReitz e Klein, ou pinheiro-de-ponta-branca, apresen
pinhBes no inicio com a ponta branca, que depaisame-se totalmente vermelhos e
amadurecem em agosto e setemBxoangustifoliavar. elegans(Hort.) Reitz e Klein, ou
pinheiro-elegante, devido aos ramos delgados e mso&e com folhas menores e mais
densas. Uma variedade adicional foi descrita patdd41994), denominada datarinensis
que apresenta a face ventral descoberta, sem casca.

A A. angustifoliaé uma das espécies nativas do Brasil que vem dasgerinteresse
quanto aos estudos de melhoramento e conservagéticge através da formacgéo de bancos
de germoplasmim situ e ex situ Para isto, € essencial conhecer a magnitudeamiaegdo da
diversidade genética, pois esta determina o p@kdeiuma populacdo para a conservacao e
melhoramento genético (Guerra et al., 2002).

Para espécies florestais, o uso de marcadores uaries é essencial para avaliar a
diversidade genética (Sebbenn, 2006). Atualment&caica mais indicada para estudar
polimorfismos de DNA s&o os marcadores SSiRnfjle sequence repgattambém
denominados de microssatélites. As regides micielgea do DNA sdo sequéncias de 1 a 6
nucleotideos repetidas em linha, tais como (T)ATT),, originadas por deslizes da enzima
DNA polimerase durante a replicagdo ou ainda @ossing overdesiguais entre fitas de
DNA néo alinhadas. Os microssatélites podem sefiiwados através da PCRR¢lymerase
Chain Reactiopy usando um par deimersespecificos quéanqueiam e sdo complementares
as regibes repetidas. A alta taxa mutacional dosrogsatélites os torna altamente
polimérficos e multialélicos, gerando diferencasreros individuos quanto ao numero de
unidades de repeticdo. Além disto, eles sdo dent@reo-dominante, permitindo distinguir
locos homozigotos de heterozigotos. Estas caratita©d os tornam marcadores altamente
informativos para estudos de genética e melhoran{enget al., 2002).

Dois estudos foram realizados para desenvolverioblohs enriquecidas com
sequéncias microssatélites de DNA parangustifolia(Salgueiro et al., 2005; Schmidt et al.,
2007). Estes sédo de extrema importancia para didete informacdes genéticas, que serao

utilizadas como subsidios em programas de melhot@meonservacdo e manejo da
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araucaria. Neste sentido, ja foram desenvolvidgsinal estudos de aspectos genéticos
utilizando marcadores microssatélites (Salgueiralet2005; Bittencourt e Sebbenn, 2007,
2008, 2009; Schmidt et al., 2007; Stefenon eR8D8b; Patreze e Tsai, 2010).

Para a aplicacdo das técnicas de marcadores naresuprimeiramente é necessario
o isolamento de DNA livre de substancias de intérfeia, como polissacarideos, proteinas e
compostos fendlicos, das quais as aciculas de &@rauapresentam grande quantidade
(Fonseca et al., 2000; Mazza e Bittencourt, 200@y. isto, € necessaria a utilizacdo de
reagentes que removam esses contaminantes durasti@mento do DNA. O método mais
utilizado com sucesso para extragcdo de DNA emadtifes espécies vegetais é o baseado no
uso do detergente CTAB (brometo de cetiltrimetilara}y o qual solubiliza as membranas,
formando um complexo com o DNA que facilita suatgosr precipitacdo (Romano e
Brasileiro, 1998).

A etapa de isolamento de DNA é a mais morosa endestgenéticos. Assim, é
desejavel reduzir o tempo, bem como o nimero deopade manipulagdo em protocolos de
isolamento, sem comprometer a qualidade de DNA zilazBittencourt (2000) e Stefenon et
al. (2004) desenvolveram protocolos viaveis parsotamento de DNA dé. angustifolia
Mais ajustes podem ser realizados para reduzirsto @l 0 tempo gasto neste processo, em

relacdo a estes protocolos ja desenvolvidos pal@niento de DNA de araucaria.

2.6 POLINIZACAO DIRIGIDA EMA. angustifolia

A polinizagéo dirigida pode ser uma importantederenta no melhoramento genético
de A. angustifolia permitindo efetuar cruzamentos entre genitorestgeesse e aumentar 0s
ganhos genéticos para caracteristicas de interdésapenas dois trabalhos na literatura de
polinizacdo dirigida dé. angustifolia(Tesdorff, 1956; Anselmini e Zanette, 2012).

O cruzamento dirigido interespecifico enfrearaucanae A. angustifoliafoi realizado
na Argentina. Apesar das duas espécies ocorrerparasias por mais de 2.000 km, e da
maturacdo do poélen e receptividade do ginostrobdcem em épocas diferentes, houve
viabilidade dos cruzamentos, com a formacao dedemt{Tesdorff, 1956), provavelmente
devido as espécies terem mesmo numero de cromoss@me 26 (Miranda et al., 2007). No
trabalho de Tesdorff (1956)). angustifoliafoi polinizada com pélen dé. araucana
obtendo-se pinhas com média de 2 a 3 pinhdes. @ swgere a diminuicdo da capacidade



29

germinativa do pdlen armazenado por mais de deesrmasmo o fator causador desta baixa
produtividade. Foram obtidos 68 hibridos, em queascteristicas da arvore mée foram
dominantes e houve rapidez de crescimento ap6s amas do cruzamento.

Anselmini e Zanette (2012) desenvolveram uma mébgtho de polinizacéo
controlada para. angustifolia A realizacdo de duas polinizagbes em semana®iseiqis
em ginostrébilos com mais de 30 mm de didmetro atare produgdo de pinhdes por pinha.
Foram obtidas progénies de 10 combinacfes hibddaaraucéaria. A diversidade genética
gerada nas progénies oriundas destas polinizagigidas ainda néao foi verificada.

2.7 OCORRENCIA DE PLANTAS MONOICAS EM. angustifolia

A. angustifoliaé uma espécie dibica e, consequentemente, se veppod polinizacdo
cruzada. Porém, sdo conhecidas plantas mondicasadearia, de ocorréncia rara, as quais

apresentam ginostrobilos e androstrobilos na medaméa (Figura 2).

(s p

= <t & Pl p
Figura 2. Araucéaria mondica com pinha (a direita) e ming@tessquerda) visiveis, localizada em Curitiba,
Parana. (Foto: Flavio Zanette).

A descricao de plantas monoicasAleangustifoliafoi feita por Reitz e Klei{1966),
indicando que este fato devia-se a cortes e doengasplantas adultas. Porém, mais
recentemente, Stefenon e Caprestano (2009) obaervgue ginostrobilos, androstrébilos e
gréos de podlen de plantas monoicas de arauefresentam morfologia normal, igual as

plantas didicas. Além disto, ndo foram observadgsias ou infeccfes de fungos nos érgaos
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sexuais que pudessem sugerir a causa da monoesta brma, ainda néo foi detectada a
causa da monoicia em araucaria, o que deve sepabhacestudos futuros.

O conhecimento do sistema de reproducdo de umaiespEpetal € de fundamental
importancia no melhoramento genético, visto queerddha a forma como as plantas
recombinam seus genes a cada geracao para fonpeguiacdo descendente. Afeta também
0s niveis de endogamia e os indices de diversigadética da espécie. Além disto, é
fundamental para garantir a producédo de sementk®radas nos pomares de sementes, que
constituem estratégia fundamental no melhoramemtesgécies florestais (Sebbenn, 2006).

Em espécies vegetais, quando ha cruzamentos efdgrentes flores o sistema de
reproducao é definido como alogamia, que podeesdpis tipos: a geitonogamia, polinizagéo
de flores por graos de polen de outras flores damaeplanta; e a xenogamia, polinizacao de
flores por gréos de polen de flores de outras a&arRor outro lado, a polinizagdo dos 6rgaos
femininos pelos 6rgdos masculinos de mesma floefinida como autogamia (Finkeldey,
2005).

No caso das araucarias monoicas nao ha informagoigratura e ainda € necessario
verificar se a polinizacdo ocorre por geitonogaaugor xenogamia. A primeira tem mesma
consequéncia genética que a autogamia, ou sefegdogamia. A Ultima pode gerar maior
diversidade genética na progénie, devido formarbioagdes diferentes de alelos. Para
detectar a forma de polinizacdo das plantas momoiE araucaria podem ser usados
marcadores moleculares microssatélites, que aoxilisa determinacdo da taxa de
cruzamentos, proporcao de cruzamentos endogamicbgparentais, taxa de autofecundacéo

e do numero de doadores de pdélen na reproducamalanta (Sebbenn, 2006).
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RESUMO

Este trabalho teve por objetivo estabelecer umopabd eficiente, rapido e de baixo custo
para o isolamento de DNA de aciculasidaucaria angustifoliaO método de isolamento foi
estabelecido a partir de seis protocolos testadosseibilitou a obtencdo de DNA de boa
qualidade, amplificavel através de PCR (“Polymefaisain Reaction”). A razdo D/DOxs

de 80% das amostras apresentou um valor entre 12/0,eindicando baixo nivel de
contaminacgao por proteinas, polissacarideos eepoig. O protocolo é mais rapido e mais
barato que outros protocolos descritos na litesatpara isolamento de DNA dA.
angustifolia

Palavras-chave araucéria; qualidade de DNA; método CTAB.
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RAPID PROTOCOL FOR DNA ISOLATION OF Araucaria angustifolia LEAVES

ABSTRACT

This study aimed to establish an efficient, rapid dow cost protocol for DNA isolation from
Araucaria angustifolideaves. The isolation method was standardizedxotested protocols
and it was possible to obtain good quality DNA, wean be amplified by PCR (Polymerase
Chain Reaction). The OlyODyg ratio ranged from 1.7 to 2.0 in 80% of the samples
indicating a low level of protein, polysaccharidasd polyphenolics contamination. The
protocol is faster and cheaper than other protogetsribed for DNA isolation oAraucaria
angustifolia

Key-words: Brazilian pine; DNA quality; CTAB method.
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3.1 INTRODUCAO

A araucaria Araucaria angustifoligBert.) O. Kuntze) € reconhecida como espécie da
flora brasileira ameacada de extincdo (MMA, 20@8¢ final do século XIX, a Floresta com
Araucéria ocorria numa extenséo de 18,2 milhddsedtares no Brasil, sendo 40% da area no
Estado do Parana, 31% em Santa Catarina, 25% n&ifimde do Sul, 3% em S&o Paulo e
1% em Minas Gerais e Rio de Janeiro. Também hagagnas areas na Argentina (extremo
nordeste, provincia de Misiones) e no Paraguaidoelgste, Departamento de Alto Parand)
(Mattos, 1994). Esta area de Floresta com Araudériaeduzida para menos de 3% da
original, devido ao intenso desmatamento para aresgp das fronteiras agricolas e a
utilizacdo da madeira de araucaria (Guerra e2@02).

O desmatamento ocasionou aumento dos niveis degami®m e reducdo da
diversidade genética d&. angustifolia 0 que € evidenciado especialmente em populacdes
mais fragmentada@uler et al., 2002; Medri et al., 2003; Sousa et 2005; Bittencourt e
Sebbenn, 2007; Schmidt et al., 2007; Stefenon ,e2@0D7; Stefenon et al., 2008; Souza et al.,
2009. Por isso, ha a necessidade de se desenvolver mm gidaconservacédo, restauracao e
de melhoramento genético, visando a sobrevivéreciespécie e a instalacdo de plantios para
producdo de pinhdes (Guerra et al., 2002; Zan2i#)). Para isso, o estudo da diversidade
genética por técnicas moleculares é essencial paganejamento de programas de
melhoramento e de conservagaaitu e ex sity pois possibilita a correta selecao de plantas e
sementes a serem utilizadas para a producao desrmaugsara cruzamentos controlados.

Para a aplicacdo de técnicas moleculares, primeite@Té necessario o isolamento de
DNA (acido desoxirribonucleico) livre de substascite interferéncia, como polissacarideos,
proteinas e compostos fendlicos, das quais aslagideA. angustifoliaapresentam grande
quantidade (Fonseca et al., 2000; Mazza e Bittetic2@00). Assim, € necessaria a utilizacao
de reagentes que removam esses contaminantesedis@amento do DNA, pois eles inibem
a acdo de enzimas DNA polimerases e de restricdcgdmgdo a amplificagdo por meio da
PCR (reacéo de polimerase em cadeia) e interfenndeadrédo de migracdo do DNA em gel
de eletroforese (Couch e Fritz, 1990; Fang eflb2; Pandey et al., 1996).

Mazza e Bittencourt (2000) e Stefenon et al. (2@@&$envolveram protocolos viaveis
para extracdo de DNA dA. angustifolia,adaptados do método utilizado para diversas
espécies vegetais, baseado no detergente cati@liédB (Cationic Hexadecyl Trimetyl
Ammonium Bromide descrito por Doyle e Doyle (1990). Porém, mgaisstes podem ser

realizados para reduzir o custo e o tempo gastoauesso de isolamento.
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Este trabalho teve por objetivo estabelecer unopabd eficiente, rapido e de baixo
custo para o isolamento de DNA de aciculasm@icaria angustifolia

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram coletadas aciculas de 316 plantasAdmicaria angustifolia de diferentes
idades e locais de coleta, as quais foram acomdiders em sacos plasticos, contendo silica
gel. As amostras foram transportadas ao LaboratdeioGenética de Microorganismos
(LabGeM) da UFPR (Universidade Federal do Paramdje foram liofilizadas durante 72
horas, acondicionadas em microtubos e armazenaddeeezer (-20°C) até o momento do
isolamento de DNA.

Inicialmente foram testados seis protocolos pacdamsento de DNA (Tabela 1),
baseados no protocolo descrito em Ferreira e @ealia (1996), utilizado 10 amostras de
aciculas. As principais modificacfes foram realémaglisando evitar o uso de reagentes de
maior custo, tornar o processo mais rapido, alémoloter DNA com baixo nivel de

substancias de interferéncia.

Tabela 1. Caracteristicas dos seis protocologzatitis nos testes iniciais de isolamento de DNAmeicaria
angustifolia

Protocolo Principais modificagbes em relagdo atopmlo de Ferreira e Grattapaglia (1996, pag. 1291

Adicdo de Etanol 76% + acetato de amonio 10 mMugéd de duas para uma lavagem com

1 etanol 70%.
2 Semelhante ao protocolo 1; mas com duas lavagen®tanol 70%.
3 Adicdo de acetato de aménio 7,5 M + alcool ispfiiad P.A.; duas lavagens com etanol 70%.
N&o adicdo de acetato de amdnio; ndo adicdo de CIO8B + NaCl 1,4 M; com duas lavagens
4 com etanol 70%.
Semelhante ao protocolo 4, mas com aumento da wmivacg&o de 0,2% para 2% de 2-
5 mercaptoetanol no tamp&o de extracao.
Semelhante ao protocolo 4, mas sem adicdo de Zaptertanol, aumento de 1% para 2% de
6 PVP no tamp&o de extracdo e aumento de 5 parari@aside centrifugacao.

O protocolo mais eficiente foi o numero seis, gawsive melhor qualidade de bandas
visualizadas em gel de agarose 0,8%. Por isso pesxolo foi utilizado para isolamento de
DNA das 316 amostras d&raucaria angustifoliacoletadas de plantas de varias idades e
origens, seguindo 0s passos abaixo.

Utilizou-se 100 mg de aciculas liofilizadas de cadebstra, as quais foram congeladas

em nitrogénio liquido e maceradas completamentalerofariz. Ao pé resultante adicionou-
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se 700 pL de tampéao de extracdo (CTAB 2%; NaCM,EDTA 20 mM; Tris-HCI pH 8,0
100 mM; PVP 2%). A solucao foi acondicionada emraotidos de 1,5 mL e mantida em
banho-maria (60°C) por 45 minutos, sendo homogadei a cada 15 minutos. Em seguida
foram acrescidos 700 pL de CIA (cloroformio:alcasdamilico, na proporcado de 24:1), a
temperatura ambiente. A solucdo foi homogeneizabaf@te agitacdo por cinco minutos e
centrifugada a 15.500 (13.000 RPM) por dez minutos. A por¢cdo aquosa (oprginha o
DNA) foi transferida para um novo microtubo de Inh e realizou-se segunda extracao
organica com CIA, adicionando 700 puL. Novamentelacgio foi submetida a forte agitacao
por cinco minutos e centrifugado a 15.59(or dez minutos. Ap0s essa etapa, a porcao
aquosa foi colocada em novo microtubo de 1,5 mai @dicionado 2/3 do volume de alcool
isopropilico P.A. gelado (-20°C). A solucao foi mida por 60 minutos oavernighta -20°C

e, posteriormente, centrifugado a 15.590por dez minutos. O alcool isopropilico foi
descartado e o pellet de DNA lavado duas vezeslcOmL de etanol 70% gelado (-20°C) e
uma vez com 1,0 mL de etanol 95% gelado (-20°Cixatido-se secar a temperatura
ambiente em cada uma das etapas de lavagem. Aalicggnao DNA 100 pL de agua
ultrapura e 1,0 uL de RNAse A (10 pg MLmantendo a 37°C por 30 minutos. Em seguida,
a solucéo contendo o DNA foi armazenada a -20°C.

A quantidade de DNA foi estimada através de espiettmetria, assumindo a
equivaléncia de 50 pg riflpara uma unidade de absorbancia a 260 nm e aadeltde DNA
foi determinada através da razdo de densidade @iCas/DO2s0), em espectrofotbmetro
NanoDrop 2008 (Thermo Scientific).

Realizou-se a amplificagdo por PCR do DNA de 10 sirae de Araucaria
angustifolig utilizando o primer SSRsimple sequence repgafg20, desenvolvido por
Salgueiro et al. (2005). As condi¢cBes da reacdmiod0 ng de DNA, tampéo PCR 1x, 1,5 U
de Taq polimerase, 0,025 uM de cada primer, 0,2 deMada dNTP, 2 mM de MgCé
volume final de 20 pl. A amplificagcdo foi realizacem TermocicladoiMastercycler
Gradienf (Eppendorf), com desnaturacéo inicial de 94°C panidutos, 35 ciclos de 30
segundos a 94°C, 1 minuto a 66°C e 30 segundo8G Z@guida de extensédo final de 4
minutos a 72°C e ap0ds foram mantidas as amostf¥s. a

Os produtos da amplificagdo foram visualizadosvasada técnica de eletroforese
em gel de agarose 1,5%, aplicando-ge. 5o produto de PCR e & do corante GelRé&Y
(Biotium) 100X. Utilizou-se como padrdo o marcadier peso molecular Ladderl00 pb
(Ludwig Biotec). A eletroforese foi realizada a uow@rente elétrica de 3 V/cm durante 120

minutos, em tampdo TBE 1X. Os fragmentos amplifisadoram visualizados em
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transiluminador de luz ultravioleta, onde o compléarmado pelo DNA e o corante ficam

fluorescentes.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo obtida apés o isolamento de DNAd®Ii15,9 a 1.660,9 ng ftLa
partir de 100 mg de aciculas liofilizadas nas 3ffstras deAraucaria angustifolia com
média de 346,8 + 288,0 ng [1LA razdo DQsy/DO.g Situou-se entre 1,7 a 2,0 em 80% das
amostras, indicando baixo nivel de substancianteeferéncia (polifendis, polissacarideos e
proteinas). O protocolo estabelecido permitiu a ldicggdo por PCR (Figura 1),
demonstrando a qualidade do DNA isolado.

-

14 29 52 58 90 103 120 137 295 308 B
- e . e B wem W > —— ST ——

Figura 1. Ferograma dos produtos de amplificaca®Mé de 10 individuos déraucaria angustifoliacom o
primer microssatélite Ag20. M corresponde ao marcadgred® molecular (100 pb) e B corresponde ao branco.

Em comparacdo com este estudo, Mazza e Bitten€@0@0) obtiveram 77% das
amostras de DNA dAraucaria angustifoliacom razdo D@/DO,go entre 1,7 a 2,0, € menor
quantidade a qual foi de 14,5 a 357,3, com médial®es ng pL'. J& Stefenon et al. (2004)
também obtiveram 80% das amostrag\diucaria angustifoliacom razdo D@/DO,go entre
1,7 a 2,0 e quantidade de DNA isolado de 33,3 aef)d média de 147,3 ng jiL

Comparando-se 0s seis protocolos testados iniaémebservou-se que € necessaria

a utilizagdo de duas lavagens do DNA com etanol, f¥4orma a deixar o DNA livre dos
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contaminantes. Além disso, para extrair quantidadieiente de DNA, é necessario utilizar
forte agitacdo e aumentar o tempo de centrifugde&mnco minutos (Ferreira e Grattapaglia,
1996) para 10 minutos. Sperisen et al. (2000) tamhgilizaram forte agitacdo e
centrifugacdo por maior periodo (30 minutos) emqualo desenvolvido para isolamento de
DNA de 32 espécies de gimnospermas, dentre elasaacaria angustifolia.No presente
trabalho, observou-se também que ndo é necess&dizacdo de acetato de amonio,
recomendado por Doyle e Doyle (1990).

Em relacdo ao protocolo utilizado paf@aucaria angustifoliapor Stefenon et al.
(2004) o protocolo do presente trabalho proporaio@economia de uma extracdo com CIA.
Também néo foi necessaria a utilizacdo de 2-meretpiol e da solu¢cédo de CTAB 10% +
NaCl 1,4 M, a qual foi utilizada pelos autores aits em seu trabalho, visando a eliminacao
de polifendis e polissacarideos da amostra, raspeatnte. Desta forma, o CTAB (2%)
utilizado no tampé&o de extracdo e as duas extragoes CIA foram suficientes para a
remocédo desses contaminantes das amostras dereraacgresente trabalho.

Ressalta-se que as amostras de aciculas foralizéidéis e permaneceram em freezer
(-20°C) por pelo menos 120 dias, sem se verifieaggradacdo do DNA isolado. Mazza e
Bittencourt (2000) relataram que a obtencdo do Ri¥Aaraucéaria de boa qualidade somente
foi possivel com a liofilizacdo prévia das acicul&efenon et al. (2004) observaram
degradacdo do DNA isolado de aciculas de arauadariazenadas a -20°C por uma semana a
trés meses, sendo maior a degradacdo do DNA quaaitr o tempo de armazenamento.
Esses autores ndo efetuaram a liofilizacdo das teasp® que indica que esta técnica é
importante para evitar a degradacédo do DNA de Esale araucéria armazenadas.

Mazza e Bittencourt (2000) observaram que o usproizinase K (0,01% no tampéo
de extracdo) foi fundamental para obtencdo de DMNAAdhucaria angustifolialivre de
proteinas. Esses autores utilizaram apenas uma@elavaom etanol 70%. No presente
trabalho, como néo foi efetuada a adicdo de prageirkK ao tampé&o de extracdo, pode-se
inferir que as proteinas foram satisfatoriamenimiefdas pelas duas extracdes organicas

com CIA e duas lavagens com etanol 70% (Tabela 2).
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Tabela 2. Comparacéo entre o protocolo de isolaméatDNA obtido no presente trabalho e protocolas d
literatura.

Doyle e Ferreira e Mazza e
Doyle Grattapaglia Bittencourt Stefenon etal. Presente
Caracteristica (1990)* (1996)* (2000)** (2004)** trabalho**
Quantidade de PVP no tampdo 0% 1% 1% 2% 2%
Quantidade de 2-mercaptoetanol
no tampao 0,20% 0,20% 0,10% 1% 0%
Utilizacdo de proteinase k
0,01% nao néao sim nao nao
Utilizacdo de CTAB 10% +
NaCl 1,4 M (50 pL/amostra) nao sim nao sim nao
Utilizacdo de acetato de ambnio  sim nao nao nao nao
Quantidade de lavagens etanol
70% nenhuma 2 1 nenhuma 2
Quantidade de RNAse A por nao nao
amostra (uL) informado informado 3 5 1
Quantidade Lavagens CIA 1 2 2 3 2
néao néo
Média DNA isolado (ng pt) informado informado 110,6 147,3 346,8
néao néo
Pureza (razdo Ofg/OD,g() informado informado 7% 80% 80%
Custo (R$) por amostra*** néo calculadedo calculado 0,80 0,82 0,72

*Protocolos recomendados para varias espécies aieget*Protocolos desenvolvidos comraucaria
angustifolia. ***Calculado em funcdo das quantidades utilizadas protocolos e dos custos dos reagentes,
utilizando valor médio de orcamentos de quatro esgs de Curitiba-PR, em julho de 2011.

Kim et al. (1997) desenvolveram um protocolo déais@nto de DNA para coniferas,
preconizando a utilizacdo de PVP na concentraca6%lee a adicdo de uma solucdo de
acetato de aménio 7,5 M. Esta ultima solugédo fdizatla no protocolo trés testado no
presente trabalho. Apesar de favorecer a obtengdoNA de boa qualidade, essa solugcao
aumenta o custo e o tempo gasto durante o isolam@omo houve a obtencdo de DNA de
boa qualidade e quantidade com o protocolo seislizacdo de solucédo de acetato de amdnio
7,5 M é dispensavel e a concentracao de PVP podie $96, assim como observado também
por Stefenon et al. (2004).

Considerando a alta presenca de polifendis naslaside araucéria (Fonseca et al.,
2000), a adicdo de PVP 2% foi imprescindivel pardiae a oxidacdo e eliminar estes
compostos (Cheng et al., 1997). Assim, o DNA dei@raa observado na precipitacdo com
isopropanol foi incolor, caracteristica que dem@nsuséncia de polifendis. A formacédo de
DNA escuro denota ligacao de polifendis oxidado®&#A (Peterson et al., 1997). Mazza e
Bittencourt (2000) utilizaram 1% de PVP, porémizagitam também 2-mercaptoetanol, o qual
também evita a oxidacdo de fendis. No presentealtraboptou-se por aumentar a
concentracdo de PVP para 2% e né&o utilizar o 2apewetanol, pelas dificuldades de

manuseio e sua toxicidade.
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Verificou-se que o custo de isolamento de DNA dmuedria € menor utilizando o
protocolo estabelecido neste trabalho, em relag@elés descritos por Mazza e Bittencourt
(2000) e por Stefenon et al. (2004). Embora o nanuer lavagens com etanol 70% foi
aumentado, ocorreu a economia de reagentes de m#tw, ndo sendo utilizados o 2-
mercaptoetanol, a proteinase K e a solu¢céo de CI@®B + NaCl 1,4 M, e reduzindo-se a
quantidade de RNAse A utilizada (Tabela 2).

O protocolo estabelecido neste trabalho torna tansento de DNA deéAraucaria
angustifolia mais rapido em relacdo aos demais protocolos ittesara literatura para a
espécie. Isto porque o protocolo se tornou maiplssn pois apresenta menor nimero de
etapas e devido a supressao dos reagentes queddmaraior tempo para utilizagdo, como
o 2-mercaptoetanol e a solucdo de CTAB 10% + Na@l M. Como os estudos de
diversidade genética demandam um grande niumertad&ap amostradas, um protocolo que
proporcione uma rapida obtencdo de DNA ¢é desejdeddsa forma, o presente protocolo de
isolamento de DNA se torna um eficiente subsidia gadesenvolvimento de analises com
marcadores moleculares parAraucaria angustifolia, as quais podem servir de

direcionamento para estratégias de conservacathenammento genético da espécie.

3.4 CONCLUSOES

O protocolo estabelecido foi eficiente no isolamertte DNA de Araucaria
angustifoliade boa qualidade e € uma opcdo mais rdpida e ragasabque o0s protocolos
descritos na literatura para a espécie. Com isgwptocolo pode se tornar uma ferramenta
eficiente nas analises de DNA, que sdo necesgmrasestudos visando definir estratégias de

conservacdo e melhoramento genético da araucaria.
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RESUMO

Para que marcadores moleculares possam ser utdizaoino marcadores genéticos em
estudos de genética e melhoramento deve-se confimeaos locos moleculares apresentam
segregacao Mendeliana. O objetivo deste trabalhmvestigar a segregacéo em oito locos
microssatélites déraucaria angustifolia(Bert.) O. Kuntze (Araucariacead) estudo foi
realizado comparando a segregacao de progéniesliszacdo dirigida e de polinizagéo
livre de plantas maternas didicas e monoicas décespA segregacdo Mendeliana foi
confirmada para todos os oito locos testados (A§8@3, Ag45, Aang0l1, Aangl4, Aang28,
As90 e CRCAcl), pois ndo foram detectados deswosedjregacdo esperada, em todas as
progénies avaliadas. Estes oito locos podem sdosgsara estudos genéticos em populagdes
deA. angustifolia

Palavras-chave:araucaria, polinizacao dirigida, polinizacéo livmenoicia.
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SEGREGATION IN EIGHT MICROSATELLITE LOCI IN PROGENI ES OF

Araucaria angustifolia

ABSTRACT

To use molecular markers as genetic markers intigemed breeding studies, it is important
to confirm that the molecular markers present a dédan segregation. The aim of this
research was to investigate the genetic segregatieight microsatellite loci oAraucaria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze (Araucariaceae). The study wasia out comparing the
genetic segregation in artificial and open polioatprogenies of maternal dioecious and
monoicious trees of the species. The Mendelianegegion was confirmed for all eight
studied loci (Ag20, Ag23, Ag45, Aang01, Aangl4, 438, As90 and CRCAcl), because no
deviation of the expected hypotheses of segregaticas detected in all progenies. These
eight loci can be used for genetic studied.imngustifoligpopulations.

Key-words: Brazilian pine, artificial pollination, open pol&ation, monoicy.



54

4.1 INTRODUCAO

A araucaria Araucaria angustifoligBert.) O. Kuntze (Araucariaceae)) é uma conifera
didica, raramente mondica, polinizada pelo ventaesfécie é endémica principalmente do
Sul e Sudeste do Brasil, e com pequena area deéoc@ na Argentina e no Paraguai
(Hueck, 1972). Atualmente € considerada em extify@dA, 2008), uma vez que sua area
de ocorréncia no Brasil foi reduzida a menos deda%riginal, a qual era de 18,2 milhdes de
hectares até final do século XIX (Hueck, 1972; @Guest al., 2002). A espécie apresenta
grande importancia ecoldgica, pois as arvores asludtiam condicdes de sombreamento
necessarias para a regeneracao de outras espatiess rsob seu dossel (Barbosa et al.,
2009). Além disso, o pinhdo (semente da arauc&mesenta extrema importancia
alimenticia para animais que habitam as florestes araucaria, sendo excelente fonte de
energia no inverno (Vidolin et al.,, 2011). Os hummriambém utilizam o pinhdo como
alimento e sua comercializacéo é a principal foleteenda anual para centenas de familias de
baixa renda no Sul do Brasil (Silva e Reis, 2009).

O conhecimento do sistema de reproducéo, fluxocgérdiversidade e estrutura
genética sado de fundamental importancia para defesiratégias de conservacdo e
melhoramento genético de espécies arboreas (Sehb@d®). Tais informacdes podem ser
eficientemente elucidadas com base em dados deaduases moleculares, como os SSR
(simple sequence repgattambém denominados de microssatélites. Contpdoa que
marcadores moleculares possam ser utilizados cormaaniores genéticos em estudos
populacionais, para evitar viés nas estimativaspdmédmetros genéticos, deve-se confirmar
gue os locos tém segregacédo mendeliana (Gilletterder, 1989).

Segregacao é a propor¢cdo em que um par de alskyzaéado nos gametas durante a
meiose e como sédo distribuidos em uma dada popul&gia verificar se ha desvios de
segregacao em locos marcadores podem ser utiliz@)gsrogénies de polinizacdo dirigida
de gendtipos parentais conhecidos (progénie deosf@mpletos); e (b) progénies de
polinizagdo livre de gendtipos maternos heteroogdprogénie pode conter misturas de
irmaos-completos, meio-irméos e irmaos de autof#agén).

O objetivo deste trabalho foi investigar a segrégagm oito locos microssatélites de
A. angustifolia.O estudo foi realizado comparando a segregacacod@€mes de polinizacdo
dirigida e de polinizacao livre de plantas matetiagas e monoicas da espécie.
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4.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Para obtencdo das progénies de polinizacéo dirdgda angustifolia as hibridacdes
foram realizadas nos anos de 2005 e 2006, seguiedodologia descrita em Anselmini e
Zanette (2012). Foram realizadas 11 polinizacoesidias (Tabela 1), utilizando cinco
genitores femininos (PF_1, PF_3, PF_Social e PlesStibcalizadas na cidade de Curitiba-
PR; e PF_Fazenda, localizada em Pinhais-PR) egeritores masculinos doadores de pdlen
(Gua_1 e Gua_2, localizadas em Guarapuava-PR; R8cdlizada em Pato Branco-PR; e
Lg_Galpéao, Lg_Horta e Lg_5, localizadas em Lagey-86a das polinizacdes dirigidas foi
realizada através da autofecundacéo da planta oeoRéi_3 (PF_3 x PF_3). As progénies de
polinizacdo livre (sem controle dos genitores miases) foram obtidas de trés plantas
femininas didicas (Pinha_400, localizada em Cag¢&@yr PF_Social e PF_Fazenda,
localizagbes mencionadas acima) e de trés plamasioas deA. angustifolia(MN_Ara, de
Aratiba-RS; MN_SD, de Sado Domingos-SC; e MN_Guazdarapuava-PR).

Tabela 1. Tipos de progénies, genitores e distéantee genitores utilizados na andlise de segregagd
Araucaria angustifolia

Tipo da progénie Genitor feminino Genitor masculino Distancia entre genitores (km)

Polinizacdo dirigida PF_ 3 PB_1 348,3
Polinizacédo dirigida PF 3 Gua 1 223,3
Polinizacdo dirigida PF_ 3 Lg_Galpao 284,2
Polinizacédo dirigida PF_Social PB 1 350,1
Polinizacdo dirigida PF_Solos PB_1 348,4
Polinizacédo dirigida PF_Solos Lg Horta 284,5
Polinizacdo dirigida PF_Fazenda Lg 5 2918
Polinizacdo dirigida PF_Fazenda Gua 2 235,3
Polinizacdo dirigida PF_ 1 Lg Horta 284.,4
Polinizacédo dirigida PF 3 Lg Horta 284,3
Polinizacédo dirigida PF 3 PF 3 -
Polinizacgéo livre Pinha_400 - -
Polinizacéo livre PF_Fazenda - -
Polinizacgéo livre PF_Social - -
Polinizacéo livre MN_Ara - -
Polinizacgéo livre MN_SD - -
Polinizacéo livre MN_Gua - -

A distancia entre genitores é em linha reta. PMIS, Ara, MN_SD e MN_Gua séo plantas mondicasAde
angustifolia
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Os pinhdes maduros das progénies de polinizacégddire livre foram colhidos e
semeados em sacos de polietileno contendo terra sabstrato. As mudas obtidas de cada
progénie foram separadas e identificadas, sendivadds ao ar livre no Setor de Ciéncias
Agrarias da UFPR (Universidade Federal do Parand)Curitiba-PR.

Foram coletadas aciculas dos individuos adultdgadbs como genitores e de 18
plantas juvenis (2 a 3 anos de idade) de cada piedé polinizacéo dirigida e de polinizagao
livre, totalizando 321 amostras. Apds a coletaa@sulas foram acondicionadas em sacos
plasticos, devidamente identificados, contendaasifiel. As amostras foram transportadas
para o Laboratério de Genética de MicroorganismabGeM) da UFPR, onde foram
liofilizadas durante 72 horas e armazenadas emdrge20° C) até o momento do isolamento
de DNA. Procedeu-se ao isolamento de DNA das adcdéA. angustifoliautilizando o
protocolo descrito no capitulo I. Realizou-se angtiaacdo de DNA de cada amostra
utilizando-se o espectrofotdmetrdNanoDrop 2008 (Thermo Scientific). Apés a
quantificacdo, cada amostra foi diluida com aguli-@iautoclavada a uma concentracao

final de 10ng pl™.
Andlises genéticas

Para as analises de DNA foram utilizados oito logcosrossatélites desenvolvidos

para espécies draucaria(Tabela 2).

Tabela 2. Locos microssatélites, com motivos deetigfio, nimero de acesso no GenBank, os respectivos
autores e a espécie com que foi desenvolvido.

Locos Motivo de repeticdo GenBank Autores Espécie
Ag20 (GA), AJ749964 Salgueiro et al. (2005) Araucaria angustifolia
Ag23 (TA)(GT)s AJ749965 Salgueiro et al. (2005)  Araucaria angustifolia
Ag45 (GTYAT(GT), AJ749966 Salgueiro et al. (2005)  Araucaria angustifolia
Aang01 (CT), AY865575 Schmidt et al. (2007) Araucaria angustifolia
Aangl4 (GA), AY865583 Schmidt et al. (2007) Araucaria angustifolia
Aang28 (CT)h AY865592 Schmidt et al. (2007) Araucaria angustifolia
As90 (CAYN(CA)g - - Araucaria subulata
CRCAc1 (GA) 19 AF522871 Scaott et al. (2003) Araucaria cunninghamii

O loco As90 ndo foi publicado em artigo ou no GariBa foi desenvolvido juntamente com os lodescritos
em Robertson et al. (2004). As informagfes sobpimer foram prestadas pelo Dr. Peter Hollingsworth,
Diretor de Ciéncias do Royal Botanic Garden, denkigligo, Escdcia.

Para verificar a temperatura de anelamento (Tarh&3 adequada para cada um dos
oito locos, utilizaram-se 10 amostras de DNA e edec-se a PCRPflymerase Chain

Reaction, com gradientes de temperatura, em termociclddarygen& (Axygen). O
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produto da PCR foi visualizado através da técneeldtroforese em gel de agarose a 1,5%,
aplicando-se HiL do produto de PCR e @ do corante GelRéd(Biotium). A eletroforese

foi realizada em corrente elétrica de 3 volts/caradte 120 minutos e o resultado visualizado
por transiluminacdo com luz ultravioleta.

Para a amplificacdo por PCR de todas as amostiiyuwtse solucdo de reagcdo com
volume final de 10 pL, contendo 5 pL de Qiagen Midk PCR Master Mix 2x, 1 uL de mix
de primers 10x (2 uM de cada primer), 2 puL de DN¢hdmico (10 ng pt), 1 pL de Q-
Solution 5x e 1 pL de agua Milli-Q. O programa deRPutilizado no termociclador foi: (i)
etapa inicial de desnaturacdo do DNA e ativacadatpDNA polimerase a 95° C por 15
minutos; (ii) 35 ciclos de amplificacdo em trésefs94° C por 30 segundos, temperatura de
anelamento (Tabela 3) por 90 segundos e 72° C(psegundos; e (iii) extensao final a 72° C
por 10 minutos. Apos a amplificacdo foi adiciondflouL de Agua Milli-Q em cada amostra,
as quais foram mantidas em freezer (-20°C) até mento da genotipagem.

Para a genotipagem, utilizou-se 1,0 pL da solugawo a@s fragmentos amplificados de
cada amostra, misturados com 0,125 pL de padra0GROX ou 0,5 uL de GS 600 LfZ
completando-se o volume para 10 pL com formamid®ifi O polimorfismo foi detectado
por rotulagem dogrimerscom corantes fluorescentes e realizacdo da PCBoarhinacdes
biplex ou triplex (Tabela 3), seguido de detec¢d® flagmentos por eletroforese capilar, em
sequenciador automatico ABI 3500xL Genetic AnalyZgplied Biosystems).

Tabela 3. Caracteristicas dmamersmicrossatélites utilizados nas analises genétinasraucaria angustifolia.

Combinacéo Fluorescéncia Fragmento detectado (pb) emp@&ratura de anelamento

Ag20 FAM (azul) 240-258 59,3°C
Triplex
Ag45 FAM (azul) 154-168 57,8°C

CRCAcl FAM (azul) 203-225 57,8°C
As90 NED (amarelo) 160-180 57,8°C
Biplex

Aang01 HEX (verde) 200-260 56°C

Aangl4 FAM (azul) 150-190 56°C
Biplex

Aang28 HEX (verde) 130-170 55°C
Ag23 FAM (azul) 245-259 55 °C

O padrao de tamanho de fragmento utilizado foi 5668 ROX para as amostras com os microssatélites Ag20,
Ag45, As90 e CRCAcl e o GS 600 [flzom Ag23, Aang01, Aangl4 e Aang28.

O tamanho dos fragmentos (alelos) foi determinagla mterpretacdo dos picos dos
eletroferogramas gerados, utilizando o softwaree®&pper v.4.1 (Applied Biosystems). Os
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nameros referentes aos tamanhos dos alelos forportados para planilhas, para efetuar as
analises estatisticas.

Analises estatisticas

Para as analises de segregacdo foram utilizadass dbeltamanho de alelos de 314
individuos, pois para sete individuos nao foi padsfleterminar o tamanho dos alelos de
forma inequivoca.

Para o estudo da segregacéo dos oito locos mitgébsaemA. angustifoliaadotou-
se 0 método descrito por Gillet e Hattemer (19B8jam comparados os gendtipos materno e
paterno (quando havia o controle) com a segregigdaas progénies de polinizacao dirigida ou
polinizacdo livre. O teste prevé que as seguinteglicoes devem ser satisfeitas: a) toda
progénie de uma arvore materAgh deve possuir o alely da arvore-mée; b) Em casos de
uma arvore-méae heterozigota (x4, i # j): b.1) cada individuo de uma progénie deve
possuir um dos alelos da arvore matefhay A, b.2) o nimero de progénies heterozig@ds
(Nj) deve ser igual & soma das progénies homozigatad\i) e AA (N;), Nj = N; + Nj; b.3) o
numero de progénies heterozigotdz, (Ni) deve ser igual ao numero de progénies
heterozigota?\j/A« (Ni), Nik = Nji, comk # i, j. Os fenétipos observados em cada progénie de
arvores maternas heterozigotas foram comparado®@sperado pela hipotese de segregacéo 1:1
ou 1:2:1, por meio de um tesBede maxima verossimilhanca, usando a formula ab@iser,

1996):
CORRED)
G=2nlInf ——|+n;In| ——
E(n) E(n)

em que,n e n sd o numero de genotipos observados contendosakgle A,
respectivamenteZ(n) € o numero de genotipos esperados para af¢lesy, sendoE(n) =
0,5( +n); In € o logaritmo natural. O tesBcheca se o desvio entre a segregac¢ao observada
e a esperada € estatisticamente significativo ale ger explicado pelo acaso. Aplicou-se
também uma corre¢cdo sequencial de Bonferroni patdpias comparacgdes (95%= 0,05).
Também foi calculada a frequéncia dos alelos enstoddocos. As frequéncias foram
classificadas em trés classes: (a) frequéncia (ph#®,25), (b) frequéncia intermediaria
(0,059<0,25), (c) frequéncia rarg<0,05). Os alelos privados de cada tipo de progénie
também foram identificados.
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4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos oito locos microssatélites, foram detectadodrée (Ag45 e CRCAcl) até 17
alelos (Aang01 e Aangl4), com média de 8,8 alelmslpcos e total de 71 alelos. As
progénies de polinizacdo livre apresentaram 2®alptivados, em relacdo as progénies de
polinizagdo dirigida (com apenas dois alelos p&d apesar de ter menor numero de

individuos genotipados, N = 107 e N = 192, respaniente (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncias alélicas e presenca de glal@os de oito locos microssatélites em progédie 11
polinizac6es dirigidad\N = 192) e seis poliniza¢des livres € 107) deAraucaria angustifolia.

Ag20 Polinizagdo dirigida  Polinizagéo livre Ag23 Polinizagdo dirigida  Polinizacgéo livre

239 0,05 0,07 247 0,07 0,09
241 0,08 0,06 249 0,55 0,44
243 0,71 0,67 251 0,04 0,06
245 0,00 0,01 253 0,07 0,07
249 0,16 0,16 255 0,27 0,28
253 0,00 0,03 257 0,00 0,06
Privados - 2 Privados - 1
Ag45 CRCAc1
151 0,00 0,04 199 0,10 0,14
163 0,19 0,17 201 0,79 0,74
165 0,81 0,79 203 0,11 0,12
Privados - 1 Privados - -
Aang01 Aangl4
200 0,00 0,02 148 0,00 0,02
202 0,00 0,07 150 0,02 0,04
204 0,00 0,02 152 0,09 0,15
206 0,00 0,02 154 0,00 0,01
208 0,32 0,07 156 0,00 0,01
210 0,02 0,01 160 0,00 0,01
212 0,04 0,10 162 0,04 0,07
214 0,00 0,20 164 0,29 0,26
216 0,17 0,10 168 0,15 0,05
218 0,23 0,11 170 0,26 0,25
220 0,02 0,05 172 0,00 0,08
222 0,06 0,04 174 0,06 0,02
224 0,11 0,09 176 0,00 0,01
226 0,02 0,01 180 0,00 0,01
230 0,00 0,07 182 0,02 0,02
232 0,00 0,01 184 0,06 0,00
244 0,00 0,01 188 0,00 0,01

Privados - 8 Privados 1 8
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Continuacéo da tabela 4.

Aang28 Polinizagéo dirigida Polinizagdo livre As90  Polinizacéo dirigida Polinizacéo livre

134 0,00 0,02 173 0,05 0,08
136 0,06 0,00 175 0,31 0,32
144 0,00 0,01 177 0,44 0,22
150 0,13 0,18 179 0,06 0,09
152 0,12 0,22 181 0,14 0,22
154 0,21 0,07 183 0,00 0,06
156 0,02 0,03 189 0,00 0,01
158 0,04 0,02 - - -
160 0,00 0,01 - - -
162 0,07 0,09 - - -
166 0,26 0,12 - - -
168 0,10 0,23 - - -
Privados 1 3 Privados - 2

Todos os locos tiveram alelos privados nas progéméepolinizacdo livre, exceto o
CRCACc1. As progénies de polinizacao dirigida apresam apenas dois alelos privados, um
alelo no loco Aangl4 e um no loco Aang28. Todoogs apresentaram um ou dois alelos
com frequéncia altgpg0,25), a excecao das progénies de polinizagée herloco Aang01,
em que houve oito alelos de frequéncia intermedifd|059<0,25) e nove alelos raros
(p<0,05). Em alguns locos néo houve alelos raros, awsgrogénies de polinizacao dirigida
dos locos Ag45 e CRCACc1 e nas progénies de pofiazévre dos locos Ag23 e CRCAcL.

Bittencourt e Sebbenn (2009) detectaram a perdaleles de baixa frequéncia em
populacdes fragmentadas de angustifoliaem relacdo a uma floresta continua bem
conservada de Mangueirinha-PR. A alta presencdetiesgrivados e de baixa frequéncia,
encontrada no presente trabalho, nas progéniesoligizpcao livre deA. angustifolia
demonstra o potencial de geracdo de diversidadétigargque tem estas progénies. Porém, é
necessario salientar que se trata de progéniesisiplantas (trés femininas e trés monadicas),
localizadas distantes entre si, em trés difereislados (PR, SC e RS). Assim, a
diferenciacdo de alelos é esperada devido ao efeitisolamento por distancia (Wright,
1943). Embora estes alelos microssatélites sejarpathares neutros, outros alelos que fazem
parte de regides génicas podem ter sido incorpsrads individuos das progénies. Estes
podem ter efeito sobre caracteristicas importaoaes a adaptacdo e melhoramento genético
da araucéaria. Segundo Bergmann et al. (1990) alelas e de frequéncia intermediaria
podem ser importantes para o desempenho e adafadbilde uma populagdo em longo

prazo.
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Comparando aos demais trabalhos na literaturazaelmls com uso de marcadores
microssatélites erA. angustifolia o presente trabalho apresentou menor niumerceties alos
locos Ag20, Ag23, As90 e CRCAc1, e maior numeroali#os que o detectado nos locos
Aangl4 e Aang28. Assim como no presente traballoc@ Aang01 foi o que apresentou
maior numero de alelos dentre os locos na mai@satihbalhos em que foi testado (Schmidt
et al., 2007; Stefenon et al., 2007; Sant’Anna,120&mbora para Patreze e Tsai (2010) o
locos Aang01 teve menor numero de alelos em relagé@inco demais locos testados.

Pela analise de segregacdo Mendeliana, usanddeo&es correcdo de Bonferroni,
ndo foram detectados desvios significativos emcéelad hipdtese de segregacdo esperada
(1:1 ou 1:2:1) em nenhuma das progénies testaelasgds polinizacéo dirigida (Tabela 5) ou
polinizacéo livre (Tabela 6) d&. angustifolia Os maiores valores d&dentre todos os locos
foram encontrados no loco Ag45 para as progénigmlieizacdo dirigida PF_3 x Gua_G (
=5,72) e PF_3 x Lg_GalpaG E 5,66).

Tabela 5. Teste de heranca Mendeliana de oito Ipdossatélites em progénies de polinizacdo disigie
Araucaria angustifolia

Hibridacéo Genotipos n NN +Njj Mi-Nik 2y G GL

Ag20

PF_3xPB_1 243/249 x 243/249 18 10:8 0:0 0:0 2,32
PF_3x Gua_1 243/249 x 239/243 17 7:6 2:2 0:0 5,09
PF_3 x Lg_Galpao 243/249 x 239/243 18 5:5 5:3 0:0 ,730 3
PF_Social x PB_1 239/241 x 243/249 17 0:0 6:5 2:4 262 3
PF_Solos x PB_1 241/243 x 243/249 17 4:3 0:0 46 081, 3
PF_Solos x Lg_Horta 241/243 x 243/243 16 5:11 0:.0 00 231 1
PF_Fazendax Lg_5 243/243 x 241/243 18 0:10 8.0 0:00,22 1
PF_Fazenda x Gua_2 243/243 x 243/243 17 017 0:0 0:0 - -
PF_1 x Lg_Horta 243/243 x 243/243 18 0:18 0:0 0:0 - -
PF_3 x Lg_Horta 243/249 x 243/243 18 6:12 0:0 0:0 2,04 1
PF_3xPF_3 243/249 x 243/249 18 6:12 0:0 0:0 204 o
Ag23

PF 3xPB_1 249/255 x 249/253 18 5:4 0:0 5:4 0,23
PF_3xGua_1 249/255 x 249/249 17 7:10 0:0 0:0 0,58
PF_3 x Lg_Galpao 249/255 x 249/251 18 4:5 0:0 4:5 220 3
PF_Social x PB_1 249/255 x 249/253 17 5:4 0:0 4:4 170 3
PF_Solos x PB_1 247/255 x 249/253 17 0:5 5:4 5.3 680, 3
PF_Solos x Lg_Horta 247255 x 249/249 16 0:0 8:8 0 0: 0,00 1
PF_Fazenda x Lg_5 249/255 x 247/249 18 5:4 5:4 0:00,22 3
PF_Fazenda x Gua_2 249/255 x 249/251 17 5:4 0:0 4:40,17 3
PF_1 x Lg_Horta 249/255 x 249/249 18 10:8 0:0 0:0 ,220 1
PF_3 x Lg_Horta 249/255 x 249/249 18 10:8 0:0 0:0 ,220 1
PF_3xPF_3 249/255 x 249/255 18 8:10 0:.0 0:.0 0,22
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Hibridacdo Genotipos n N;j:N;i +n; Mik:Nik m:n G GL

Ag45

PF 3xPB_1 163/165 x 165/165 18 7:11 0:0 0:0 0,99
PF 3xGua_1 163/165 x 163/165 17 4:13 0:0 0:0 572
PF_3 x Lg_Galpao 163/165 x 163/165 18 4:14 0:0 0:05,66 2
PF_Social x PB_1 163/165 x 165/165 17 7:10 0:0 0:0053 1
PF_Solos x PB_1 165/165 x 165/165 17 0:17 0:0 0:0 - -
PF_Solos x Lg_Horta 165/165 x 165/165 16 0:16 0:0 0:0 - -
PF _FazendaxLg 5 165/165 x 163/165 18 0:10 8.0 8:.00,22 1
PF_Fazenda x Gua_2 165/165 x 165/165 17 0:17 0:0 0:0 - -
PF_1 x Lg_Horta 165/165 x 165/165 18 0:18 0:0 0:0 - -
PF_3 x Lg_Horta 163/165 x 165/165 18 7:11 0:0 0:0 0,90 1
PF_3xPF_3 163/165 x 163/165 18 9:9 0:0 0:0 0,00 o
Aang01

PF_3xPB_1 208/218x208/216 18 6:6 0:0 3:3 2,04
PF_3x Gua_1 208/218x208/222 17 5:4 0:0 4:4 0,17
PF_3 x Lg_Galpao 208/218x212/212 18 0:0 10:8 0:0 220, 1
PF_Social x PB_1 216/220x208/216 17 5:4 4:4 0.0 70,13
PF_Solos x PB_1 218/222x208/216 17 0:0 5:4 4:4 0,13
PF_Solos x Lg_Horta 218/222x216/224 16 0:.0 4:4 4:4 0,00 3
PF_Fazendax Lg_5 208/224x208/210 18 5.0 0:.0 45 220,3
PF_Fazenda x Gua_2 208/224x218/218 17 0:0 9:8 0:0 ,06 01
PF_1 x Lg_Horta 216/226x216/224 18 4:5 0:0 4:5 0,23
PF_3 x Lg_Horta 208/218x216/224 18 0:0 4:6 4:4 0,63
PF_3xPF_3 208/218x208/218 18 5:13 0:0 0:0 3,68
Aangl4

PF 3xPB_1 164/170 x 168/184 18 0:.0 5:5 4:4 0,23
PF_3xGua_1 164/170 x 152/164 17 4:5 4:4 0:0 0,13
PF_3 x Lg_Galpao 164/170 x 164/182 18 7:2 0:.0 4:5 ,053 3
PF_Social x PB_1 164/170 x 168/184 17 0:0 4:6 34 ,081 3
PF_Solos x PB_1 152/174 x 168/184 17 0:0 5:3 6:3 581, 3
PF_Solos x Lg_Horta 152/174 x 164/168 16 0:0 5:4 4 3: 051 3
PF_Fazenda x Lg_5 162/170 x 164/170 18 3:9 4:6 0:01,13 3
PF_Fazenda x Gua_2 162/170 x 150/170 17 4:9 5:4 0:00,17 3
PF_1 x Lg_Horta 152/174 x 164/168 18 0:.0 5:5 35 730, 3
PF_3 x Lg_Horta 164/170 x 164/168 18 4:5 0:0 4:5 220, 3
PF_3xPF_3 164/170 x 164/170 18 8:5 0:0 0:0 0,22
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Hibridacdo Genotipos n N;j:N;i +n; Mik:Nik m:n G GL
Aang28
PF 3xPB_1 154/166 x 136/168 18 0:.0 4:4 5:5 0,22
PF_3xGua_1 154/166 x 156/162 17 0:0 5:4 4:4 0,13
PF_3 x Lg_Galpao 154/166 x 152/168 18 0:.0 4:5 54 ,220 3
PF_Social x PB_1 150/152 x 136/168 17 0:0 4:4 45 170 3
PF_Solos x PB_1 152/158 x 136/168 17 0:0 4:4 54 170, 3
PF_Solos x Lg_Horta 152/158 x 150/166 16 0:0 4:4 4 4: 0,00 3
PF_Fazenda x Lg_5 154/162 x 150/166 18 0:0 5:4 540,22 3
PF_Fazenda x Gua_2 154/162 x 150/152 17 0:0 4:4 4:50,17 3
PF_1 x Lg_Horta 154/166 x 150/166 18 5:4 4:5 0:0 220, 3
PF_3 x Lg_Horta 154/166 x 150/166 18 4:5 4:5 0:0 220, 3
PF_3xPF_3 154/166 x 154/166 18 9:9 0:0 0:0 0,00
As90
PF_3xPB_1 175/177 x 177/177 18 12:6 0:0 0:0 2,02
PF_3x Gua_1 175/177 x 175/181 17 3:3 0:0 6:5 1,58
PF_3 x Lg_Galpao 175/177 x 177/177 18 8:10 0:0 0:00,22 1
PF_Social x PB_1 173/175 x 177/177 17 0:0 8:9 0:0 ,060 1
PF_Solos x PB_1 179/181 x 177/177 17 0:0 9.0 0:0 060, 1
PF_Solos x Lg_Horta 179/181 x 175/175 16 0:0 79 00 025 1
PF_Fazendax Lg_5 177/181 x 177/181 18 7:11 0:.0 0:00,99 2
PF_Fazenda x Gua_2 177/181 x 177/179 17 4:4 0:0 4:50,17 3
PF_1 x Lg_Horta 173/177 x 175/175 18 0:0 10:8 0:0 ,220 1
PF_3 x Lg_Horta 175/177 x 175/175 18 11:7 0:0 0:0 ,900 1
PF_3xPF_3 175/177 x 175/177 18 7:11 0:0 0:0 0,99
CRCAcl
PF 3xPB_1 201/201 x 199/201 18 0:9 9.0 0:0 0,09
PF_3xGua_1 201/201 x 201/201 17 0:17 0:0 0:0 - -
PF_3 x Lg_Galpao 201/201 x 201/203 18 0:11 0:0 7:0 090 1
PF_Social x PB_1 199/201 x 199/201 17 7:10 0:0 0:0 093 2
PF_Solos x PB_1 201/201 x 199/201 17 0:9 8:0 0:0 060, 1
PF_Solos x Lg_Horta 201/201 x 201/203 16 0:9 0:0 7:0 0,25 1
PF_Fazenda x Lg_5 201/201 x 201/203 18 0:7 0:0 11:0 090 1
PF_Fazenda x Gua_2 201/201 x 201/201 17 0:17 0:0 0:0 - -
PF_1 x Lg_Horta 199/201 x 201/203 18 4:5 0:.0 4:5 220, 3
PF_3 x Lg_Horta 201/201 x 201/203 18 0:11 0:0 7:0 090 1
PF 3 xPF_3 201/201 x 201/201 18 0:18 0:0 0:0 - -

n € o tamanho da amostf@.¢ o valor da estatistida de maxima verossimilhanga para as hipétegesn; + n;
e nik = . Nenhum valor dés foi significativo (P<0,05). GL = graus de liberdade. Em progénies co@lL2a
hipétese testada foi a de 1:2:1, nas demais pregé@mhipotese testada foi de 1:1.

3

No loco Aang28 observou-se que o alelo 136 foi etrtado apenas no genitor

masculino PB_1 utilizado nas polinizagdes dirigidasonsequentemente em suas progénies.
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Isto demonstra a capacidade deste tipo de poléxizpara formar novos genétipos, uma vez
que esta hibridagcdo nao seria realizada na natcesado a grande distancia entre os
genitores).

No caso do loco Ag23, as arvores maternas genaigpapresentaram baixa
variabilidade para este loco. Das nove plantag t&ah 0o mesmo genoétipo (249/255), a
excecdo da didica PF_Solos (247/255) e da monolaAvkl (249/249). Este fato pode ser
devido a amostragem, pois outros autores veriiicaraior variacdo dos alelos das arvores
maternas genotipadas para este mesmo loco (Bittan@®907; Sant’Anna, 2011), ndo sendo
confirmada a hipétese de selecdo de alguns alel®sivores maternas. Por outro lado, 0s
doadores de pdlen genotipados (polinizacdo dirjggdado genotipados (polinizagéo livre)
foram importantes para o aumento do niumero desalliferentes nas progénies para este

loco.

Tabela 6. Teste de heranca Mendeliana de oito lotosossatélites em progénies de polinizacéo loee
Araucaria angustifolia

Méae Gendétipo n Ny:Ni+N; My G Méae Genétipo n NN +N; Nig:Njk G
Ag20 Aang28
PF_Social  239/241 18 4:2 75 0,00 PF_Fazendais4/162 17 0:0 11:6 1,49
Ag23 PF_Social 150/152 18 0:0 10:8 0,22
PF_Fazenda249/255 17 3:0 9:;5 1,16 Pinha_400 150/152 18 1:0 89 0,06
PF_Social  249/255 18 3:0 8:7 0,29 MN_SD 150/168 18 1:7 5:5 0,06
Pinha_400 249/255 18 3:2 6:7 0,07 MN_Gua 152/162 18 46 6:2 1,16
MN_SD 249/255 18 5:7 3:3 0,08 As90
MN_Gua 249/255 18 3.7 5:3 0,60 PF_Fazenda177/181 17 3:2 75 1,16
Ag45 PF_Social 173/175 18 7:3 4:4 0,09
PF_Social 239/241 18 810 0.0 022 Pinha_400 175/177 18 3:2 7.6 0,60
Aang01 MN_Ara 175/181 18 5:8 3:2 0,08
PF_Fazenda208/224 17  0:0 8:9 006 MN_SD 179/183 18 3:4 7.4 0,07
PF_Social 216/220 18 1.0 10:7 053 MN_Gua  175/181 18 3:6 5.4 0,07
Pinha_400 214/216 18 41 10:3 4,86 CRCAcl
MN_Ara  202/214 18 1:6 4:;7 1,49 PF_Social 199/201 18 7:3 35 2,36
MN_Gua  212/230 18 25 2:9 2,31 MN_Gua  199/201 18 7:5 51 0,09
Aangl4

PF_Fazendaig2/170 17 0:0 g8:9 0,06
PF _Social 164/170 18 0:0 9:9 0,00
Pinha_400 150/164 18 1.0  6:11 0,90
MN_Ara  152/172 18  4:3 3:8 2,66
MN_SD 152/170 18 45 2:7 2,66
MN_Gua  164/170 18 7.6 4:1 083

n é o tamanho da amost@.€ o valor da estatistica de maxima verossimilhanca para as hipotegesn; + n;
ey = Ny Nenhum valor d& foi significativo (P<0,05).
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No loco As90, o alelo 183 foi exclusivo na progéméepolinizacéo livre de MN_SD,
alelo que estava presente neste genitor. Apesde deso ter sido desenvolvido para
Araucaria subulata espécie de Nova Caledonia, ele tem transferdulkde segrega em
progénies dé. angustifolia como ja havia sido verificado por BittencourtebBenn (2007).

O loco CRCACc1 apresentou baixo niumero de alel@s)(tiNenhum genitor materno
apresentou o alelo 203, apenas os genitores magsuloaram este alelo, o que demonstra a
importancia das polinizacdes dirigidas para forrnagé novos gendtipos. Observou-se que
das nove plantas utilizadas como genitores feméniapenas trés foram heterozigotas
(PF_Social, PF_1 e MN_Gua) para este locos, comtigpen199/201, enquanto as demais
apresentaram genotipo homozigoto 201/201. Bitten¢@007) também relatou que a grande
maioria das arvores maternas Aleangustifoliagenotipadas foram homozigotas para o loco
CRCACc1, sendo que apenas duas arvores foram higieters (200/202).

Scott et al. (2003) desenvolveram o IGCRCAc1 paraAraucaria cunninghamie
verificaram que as sequéncias flanqueadoras desisdo extremamente conservadas e, por
isso, transferiveis para quatro espécies do géAemmlumnaris, A. heterophylla, A.luxurians
e A.bidwillii), e também para a espééighatis robustgtambém da familia Araucariaceae).
Segundo os autores, a baixa variagdo deste loqossatélite evidencia sua associagdo com
regides génicas, que estariam sob forte pressa@ivaelcontra eventuais mutacdes. A
transferibilidade do loco CRCAcl pava angustifoliafoi primeiramente verificada por
Salgueiro et al. (2005).

Pelos resultados observados, pode-se afirmar qukeeranca Mendeliana foi
confirmada para os oito locos microssatélites tiestapois ndo foram detectados desvios da
segregacao Mendeliana esperada (1:1 ou 1:2:1)@ms twm herangca codominante. Em todos
0s casos testados (110 no total), as progéniesolii@izacédo dirigida e polinizacéo livre
apresentaram baixos valores@émaximo de 5,72). Assim, estes logaslem ser utilizados
sem restricdo para estudos do sistema de repraoddiy@osidade genética, fluxo génico e
andlise de parentesco émangustifolia

Ao contrario do presente trabalho, Bittencourt @0fetectou significativo desvio da
segregacao esperada de 1:1 nas progénies de duasadarvores maternas testadas para os
locos Ag20 e As90, e em duas das 10 arvores mat@ara o loco Ag23, em populacdes
naturais deA. angustifoliade Mangueirinha-PR. Apesar disto, em 42 dos 5@scado houve

desvio da segregacao esperada.
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Desvios significativos encontrados na segregacéade er resultado de erro de
amostragem, baixo numero de individuos analisadopmgénie, erros de interpretacdo do
tamanho dos alelos, ou ainda devido a presenckelde aulos (Gillet e Hattemer, 1989).

Dos oito locos microssatélites utilizados nestbaitao, seis foram desenvolvidos para
A. angustifolia(Salgueiro et al., 2005; e Schmidt et al., 20CRCAc1 foi desenvolvido por
Scott et al. (2003) parA. cunninghamiie As90 foi desenvolvido parA. subulata Estes
autores e também Bittencourt (2007) e Sant’/Annd1P0que utilizaram estes locos em
analises de populacdes de angustifolia,ndo detectaram significativos desequilibrios de
ligac@o entre os locpapds aplicar a correcdo de Bonferroni. ISto comgpmpye 0S mesmos
nao estdo ligados nos cromossomos e segregam mudgpemente. Assim, estes locos
podem ser usados conjuntamente em analises gengtiearequeiram locos em equilibrio de

ligacdo, como em analises de sistema de reprogugagaternidade.

4.4 CONCLUSOES

Os oito locos microssatélites (Ag20, Ag23, Ag45ng@l, Aangld, Aang28, As90 e
CRCACc1) apresentaram segregacdo Mendeliana em asda®génies testadas Aeucaria
angustifolia Por isso, podem ser usados como marcadores genetim estudos de

diversidade genética, analise de parentesco e fl@rwo da espécie.
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RESUMO

A araucaria Araucaria angustifolia(Bert.) O. Kuntze) é uma espécie endémica do Sul e
Sudeste do Brasil e atualmente é considerada eimc@&at Assim, estudos de diversidade
genética se tornam importantes para fomentar aeogagsio e 0 melhoramento genético da
espécie. O objetivo deste trabalho foi determindivarsidade genética gerada em progénies
de polinizag&o dirigida e de polinizacéo livre deEnpas didicas e mondicas Aeangustifolia

Foi avaliada a diversidade genética de 11 progéméepolinizacdo dirigida, incluindo a
progénie de autopolinizagdo dirigida de uma plam@ndica, e de seis progénies de
polinizacado livre, incluindo progénies de trés pd@nmonadicas dé. angustifolia Para isto,
foram utilizados oito locos microssatélites paraagpar os individuos. As progénies de
polinizacdo dirigida e as progénies de polinizdpde de plantas mondicas de angustifolia
tem elevado potencial para o melhoramento genépics tém alta diversidade genética,
embora em menor grau que progénies de polinizag&ode plantas didicas da espécie.

Palavras-chave:araucaria, marcadores microssatélites, melhorangamteético.
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GENETIC DIVERSITY IN ARTIFICIAL AND OPEN POLLINATIO N PROGENIES

OF Araucaria angustifolia

ABSTRACT

The Brazilian pine Araucaria angustifolia(Bert.) O. Kuntze) is an endemic species to
southern and southeastern Brazil and is currentlysidered endangered. Thus, genetic
diversity studies become important to promote covagn and breeding of the species. The
objective of this study was to determine the genditversity generated in artificial and open
pollination progenies of dioecious and monoecidugsngustifolia The genetic diversity was
assessed in eleven artificial pollinated progerireduding the progeny of artificial selfing of
the monoecious tree, and six open pollinated priegenncluding progenies of the three
monoeciousA. angustifolia For this, eight microsatellite loci were used genotype
individuals. The atrtificial pollination progenies and the opeollipated progenies of the
monoeciousA. angustifoliahave high potential for genetic improvement, asythave high
genetic diversity, although to a lesser degree th@en pollination progenies of dioecious
trees.

Key-words: Brazilian pine, microsatellites markers, geneatipiovement.
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5.1 INTRODUCAO

A araucaria Araucaria angustifoligBert.) O. Kuntze (Araucariaceae)) é uma espécie
conifera dibica, raramente monoica, polinizada pelato. E endémica do Sul e Sudeste do
Brasil, e em menor area na Argentina e no Paraguai.espécie vegetal predominante na
Floresta Ombréfila Mista, formacéo florestal do e Mata Atlantica, que ocupava 18,2
milhdes de hectares no Brasil até final do séculd ¥Hueck, 1972). Atualmente, esta
reduzida a menos de 3% da area original (Guereh,e2002). No periodo de 1930 a 1970
houve intensa fragmentacao florestal e a madeirA.dangustifoliafoi um dos principais
produtos de exportacdo do Brasil. Por isto, a @m@esta na lista de espécies brasileiras
ameacadas de extin¢cdo e o corte de exemplaressiatproibido (MMA, 2008).

A diversidade genética representa o potencial da wwopulacdo para produzir
diferentes genotipos. Por isto, ela é fundamentabh pp melhoramento genético, pois
possibilita a selecéo, e para a sobrevivéncia,tagap e evolucdo das espécies, especialmente
sob mudangas ambientais (Rajora e Pluhar, 200§;dsal., 2007).

Muitos autores descreveram a diversidade genéticsteate emA. angustifolia
Previamente, reportou-se a existéncia de diversidad caracteristicas de crescimento de
progénies de polinizacao livre de diferentes regi@@urgel, 1965) e a descricdo de nove
variedades que se diferenciavam pela época de aetadento e coloracdo da semente
(Reitz e Klein, 1966). A grande area de distribaig&ografica da araucaria (19°15 a 30° S e
41°20" a 54° W) contribuiu para esta diversidada.iNima década, os estudos de diversidade
genética de araucéria foram conduzidos utilizandmadores moleculares. Na maioria destes
estudos verificou-se a ocorréncia de ampla divadgdyenética entre e dentro de populacdes
naturais. Porém, também foi demonstrada a fragididdas futuras geracbes da espécie,
devido aos efeitos de deriva genética (reduca@uhartho efetivo, aumento da endogamia e
perda de alelos) apds a ampla fragmentacédo dasagdps (Auler et al., 2002; Medri et al.,
2003; Bittencourt e Sebbenn, 2007; Stefenon e2@07; Stefenon et al., 2008a; Bittencourt e
Sebbenn, 2009; Souza et al., 2009). Assim, € wganimplantacdo de estratégias de
conservacao e melhoramento genético da araucaBaasd.

O melhoramento genético da angustifoliaainda é incipiente e alguns problemas
genéticos nos testes de progénies foram detect&hasizu (1999) verificou que para a
produtividade de madeira houve mudancgas substanoeiposicdo hierdrquica entre as
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procedéncias de araucaria ao longo de 23 anosattiqlPelos resultados deste trabalho, a
selecdo precoce para esta caracteristica se togfieaz. Sebbenn et al. (2003) observaram
que a obtencdo de progénies de polinizacdo abertgadas familias e procedéncias nao
proporcionou ganhos genéticos significativos (<4,9%ra diametro, altura e volume de
madeira avaliada aos 21 anos do plantio, devidaalherdabilidade dos caracteres (<0,15).
Em A. cunninghamijiespécie da Australia e Papua Nova Guiné, Nikdle8() relatou ganhos
genéticos superiores de volume de madeira e retlddoonco em progénies de polinizacao
dirigida em relacdo as progénies de polinizacae.liNo caso d&. angustifoliatambém a
obtencdo de progénies de polinizagcdo dirigida psele utilizada como alternativa para
aumentar os ganhos genéticos de caracteristicasedesse em programas de melhoramento
genético.

A metodologia de obtencéo de progénies de polidzalrigida emA. angustifoliafoi
descrita em Anselmini e Zanette (2012). Ainda éessério verificar a diversidade genética
gerada nestas progénies, de forma a determingsadencial para o melhoramento genético.
Para isso, foi muito importante o desenvolvimergaytarcadores microssatélites especificos
para A. angustifolia,efetuados por Salgueiro et al. (2005) e Schmidalef{2007), pois
possibilitam a avaliacdo de diversidade, endogaenifuxo génico, que sao parametros
genéticos importantes ao melhoramento e conseriacaspécie.

O objetivo deste trabalho foi determinar a diveadiel genética gerada em progénies

de polinizacéo dirigida e de polinizagao livre denpas didicas e mondicas Aeangustifolia.

5.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram coletadas aciculas de 321 individuos adeltpsrenis deA. angustifolia.Os
individuos juvenis representavam 11 progénies dmipacdo dirigida e seis progénies de
polinizacdo livre de trés plantas didicas e de pisitas mondicas de araucéaria e 0s
individuos adultos representavam 0s genitores da peogénie (mais detalhes descritos no
capitulo I1).

Apols coleta, as aciculas foram liofilizadas e aenadas em freezer (-20°C) até o

momento do isolamento do DNA. Este foi realizadgugedo protocolo descrito no capitulo I.
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O DNA de cada amostra foi quantificado e diluidancagua milli-Q autoclavada a uma

concentracao final de @ pl™.

Andlises genéticas

Realizaram-se as PCRs do DNA das amostras, utilizaito primers microssatélites
em combinacdes biplex ou triplex, seguido de detadds fragmentos por eletroforese
capilar, em sequenciador automatico ABI 3500xL @enf&nalizer (Applied Biosystems). O
tamanho dos fragmentos (alelos) foi determinadoa pelterpretagdo dos picos dos
eletroferogramas gerados, utilizando o softwareeG&pper v.4.1 (Applied Biosystems). Os
nameros referentes ao tamanho dos alelos foramrtexips para planilhas (mais detalhes

destas analises sédo descritos no capitulo ).

Anélises estatisticas

Para as analises de diversidade genética forarpadiils dados de tamanho de alelos
de 314 individuos, pois para sete individuos népdesivel determinar o tamanho dos alelos.

A magnitude da diversidade genética foi caractdezaela estimativa do niumero de
alelos por locosA), heterozigosidade observada,) e heterozigosidade esperadth)(em
Equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW). O nivel de egdmia foi estimado usando o indice de
fixacdo §). A significancia do valor dé& foi calculada usando 1.000 reamostragens por
permutacao e foi aplicada a correcdo sequenciBbdérroni para multiplas comparacoes (
= 0,05). A diferenciacdo genética entre as progéfoe calculada pelo indice de Weir e
Cockerham (1984). Os parametros foram estimadasdasa programa FSTAT, v.2.9.3.2.
(Goudet, 2002). O intervalo de confianca das esiwas a 95% de probabilidade foi

calculado através de reamostragaakknife

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas adultas didicas tiveram numero de al@hsheterozigosidade observada
(Ho) e esperadaHg) significativamente maior em relacdo as plantamdioas deA.

angustifolia demonstrando maior diversidade genética (Tabel®4 locos Ag23, Aang01,
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Aangl4, Aang28 e As90 apresentaram 0s maioresegatlgstes parametros, mesmo no caso
das plantas mondicas, demonstrando serem de dittadd em analises de diversidade
genética déA. angustifolia O loco As90 foi desenvolvido pafa subulatae ndo apresentou
resultados satisfatorios, ndo sendo publicado el@srocos recomendados por Robertson et
al. (2004). Porém, a transferibilidade deste lom@p. angustifoligja havia sido comprovada
por Bittencourt e Sebbenn (2007).

O loco Ag45 apresentou valores g e H, inferiores a 0,5, para ambos os tipos de
plantas, sugerindo que este loco ndo apresentasidizde satisfatdria para contribuir na
caracterizacdo da diversidade genétic@dangustifolia Para as plantas mondicas, os locos
Ag45, Ag20 e CRCAc1 apresentaram valoHiee Ho, de 0,25, o que indica alto niumero de
homozigotos nestes locos, 0 que reduziu a divetsig@nética. Ainda assim, na média dos

oito locos, as plantas monoicas apresentaram elaligdrsidade genética.

Tabela 1. Diversidade genética e indice de fixad@i@rvores adultas didicas (5 femininas e 6 mamsjlie
monoicas déraucaria angustifolia.

Didicas (N = 11)
Locos A H, He F
Ag20 4 0,54 0,52 -0,05
Ag23 5 0,82 0,65 -0,25
Ag45 2 0,36 0,31 -0,18
Aang01 10 0,82 0,91 0,10
Aangl4 9 1,00 0,88 -0,14
Aang28 9 1,00 0,88 -0,13
As90 5 0,73 0,77 0,05
CRCAc1 3 0,54 0,45 0,21
Média (IC 95%) 587 (5,29 — 6,43) 0,73 (0,69 — 0,78) 0,67 (0,8472) -0,084
Total 47
Mondicas N = 4)
Locos A H, He F
Ag20 2 0,25 0,25 0,00
Ag23 2 0,75 0,50 -0,50
Ag45 2 0,25 0,25 0,00
Aang01 6 0,75 0,92 0,18
Aangl4 4 1,00 0,79 -0,26
Aang28 6 0,75 0,92 0,18
As90 5 1,00 0,83 -0,20
CRCAc1 2 0,25 0,25 0,00
Média (IC 95%) 3,62 (3,29 — 3,86) 0,62 (0,57 — 0,68) 0,59 (0,5464) -0,062
Total 29

A é o nimero de alelos], é a heterozigosidade observaHa;¢ a heterozigosidade esperaBa o indice de
fixacéo.



77

Embora na maioria dos locos e na médial,doi maior em relacdo He, tanto nas
plantas didicas quanto das monodicas, esta diferafgafoi significativa, como pode ser
verificado pelo intervalo de confianca a 95% débplmlidade. Assim, ndo ha excesso ou falta
de heterozigotos em relacdo ao esperado em equitierHardy Weinberg (EHW) nos locos
utilizados. O indice de fixacadd-X ndo foi significativo em nenhum dos locos, taptoba
plantas adultas didicas como monoicas.

Os individuos juvenis de progénies de polinizagéigida tiveram numero de alelos
significativamente menor, ma4, e He semelhante aos juvenis de progénies de polinizacao
livre de A. angustifolia Isto demonstra o potencial de geracdo de diveisidyenética das

polinizacdes dirigidas (Tabela 2).

Tabela 2. Diversidade genética e indice de fixag@guvenis de progénies de polinizacdo dirigidacéex
autofecundacao PF_3 x PF_3) e de polinizacdo digdraucaria angustifolia.

Juvenis de polinizacéo dirigiddl € 174)

Locos A Ho He F
Ag20 4 0,48 0,47 -0,023
Ag23 5 0,73 0,62 -0,175*
Ag45 2 0,22 0,27 0,194*
Aang01 9 0,87 0,81 -0,067*
Aangl4 9 0,88 0,82 -0,067*
Aang28 9 0,95 0,86 -0,108*
As90 5 0,76 0,70 -0,092*
CRCAc1 3 0,40 0,38 -0,029
Média (IC 95%) 5,75 (5,29-6,29) 0,66 (0,62—0,72) 0,62 (0,5867) -0,070*
Total 46
Juvenis de polinizagdo livrél(= 107)
Locos A Ho He F
Ag20 6 0,53 0,51 -0,034
Ag23 6 0,78 0,71 -0,099*
Ag45 3 0,35 0,34 -0,042
Aang01 17 0,86 0,90 0,049
Aangl4 16 0,87 0,84 -0,040
Aang28 11 0,80 0,84 0,042
As90 7 0,77 0,78 0,023
CRCAcl 3 0,45 0,42 -0,062
Média (IC 95%) 8,62 (7,43-9,43) 0,68 (0,65-0,72) 0,67 (0,8472) -0,012
Total 69

A é o nimero de alelosi, € a heterozigosidade observada; a heterozigosidade esperaBa o indice de
fixag&o.* Significancia P<0,05) baseada em 4.160 permutagdes.

Comparado aos adultos, o0s juvenis apresentaram r mainero de alelos,

principalmente no caso das progénies de polinizdigdie. Isto ocorreu mesmo com a
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inclus@o das progénies de trés plantas mondicas degustifolia as quais tem possibilidade
de autofecundacdo, que foi comprovada pela obtededsementes férteis na polinizacao
dirigida de uma planta monoica (PF_3 x PF_3). $&tqustifica devido ao maior nimero de
doadores de pdlen que contribuem com alelos pagépres de polinizacéo livre, enquanto
as progénies de polinizacao dirigida tem apenagemtor masculino. Bittencourt e Sebbenn
(2007) detectaram 12,6 doadores de pélen por amwaterna deA. angustifoliaem um
fragmento florestal de 5,4 ha. Ja Bittencourt eb8eh (2008) detectaram 6,4 doadores de
polen por arvore materna de araucaria em uma &€k cha pertencentes a uma floresta
continua. Assim, a coleta de sementes seguidardeddo e avaliagdo das progénies de
polinizagédo livre apresenta grande potencial parelhoramento genético de angustifolia
devido a grande diversidade genética observadamdessim, também se observou elevada
diversidade genética nas progénies de polinizagépda avaliadas, também demonstrando
elevado potencial para o melhoramento.

Novamente os locos Ag23, Aang0l1, Aangl4, Aang28sB0Ase destacaram com
maior diversidade genética detectada, em ambasogg€rpes, assim como observado nas
plantas adultas. Por outro lado, o loco Ag45, sigudlio loco CRCAc1, foram os locos que
apresentaram menores valoresAdél, e Heem relagédo aos demais, em ambas as progénies,
denotando a baixa diversidade dos individuos geadtis para estes locos.

O indice de fixacadH) foi negativo e significativo na maioria dos logegceto Ag20,
Ag45 e CRCAcl) e na média dos locos das progémigmlinizacao dirigida, o que denota a
presenca de excesso de heterozigotos. Este efeiterificado, pois &, foi maior que aH..

Isto também ocorreu em apenas um loco (Ag23) dagépies de polinizacao livre, para o0s
demais locos a na média dos locos o valdf déo foi significativo. Apenas no loco Ag45 as
progénies de polinizacdo dirigida apresentaram rvale F positivo e significativo,
demonstrando excesso de homozigotos. Porém, isteité do baixo numero de alelos do
loco, apenas dois, sendo que em muitos individoodas alelos estava fixado.

Os individuos juvenis de progénies de polinizagéie Ide plantas didicas tiveram
maior diversidade genética em relacdo as prog@@gdantas mondicas de angustifolia
com valores deA, H. e H, significativamente maiores, conforme denota o vaer de
confianca a 95% de probabilidade (Tabela 3).

Os locos Ag23, Aang01, Aangl4, Aang28 e As90 fomargue mais contribuiram
para a diversidade genética. Por outro lado, ossldg45, CRCAcl e Ag20 apresentaram
baixa diversidade, principalmente nas progénieplaetas monoicas. Bittencourt e Sebbenn

(2007, 2008) também observaram que os locos Ag@REAcl apresentaram 0S menores
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namero de alelosld, e Heem relacdo aos demais locos testados Adasmgustifolia No caso

do loco CRCAc1 Scott et al. (2003) demonstraram que as sequéflarapueadoras deste
loco, desenvolvido pard. cunninghamii,sdo extremamente conservadas e que a baixa
variacdo deste loco evidencia sua associacao cgibesegénicas, que estariam sob forte

pressao seletiva contra mutagoes.

Tabela 3. Diversidade genética e indice de fixalgAuvenis de progénies de polinizacao livre datpRdidicas
e de plantas monoicas deaucaria angustifolia.

Juvenis de polinizagéo livre de plantas dididds 63)

Locos A H, He F
Ag20 5 0,70 0,66 -0,051
Ag23 6 0,96 0,77 -0,250*
Ag45 3 0,49 0,46 -0,074
Aang01 14 0,98 0,87 -0,129*
Aangl4 15 1,00 0,86 -0,169*
Aang28 11 1,00 0,86 -0,158*
As90 5 0,89 0,76 -0,147*
CRCAc1 3 0,66 0,53 -0,253*
Média (IC 95%) 7,75 (6,86 — 8,43) 0,83 (0,81 - 0,88) 0,72 (0,70 —0,76) -0,156*
Total 62
Juvenis de polinizacgéo livre de plantas monéibbs 64)
Locos A H, He F
Ag20 4 0,37 0,32 -0,164
Ag23 5 0,61 0,63 0,029
Ag45 3 0,22 0,20 -0,105
Aang01 12 0,74 0,87 0,152*
Aangl4 10 0,74 0,80 0,077
Aang28 8 0,61 0,78 0,213*
As90 6 0,67 0,78 0,150*
CRCAcl 3 0,24 0,29 0,179*
Média (IC 95%) 6,37 (5,57 — 6,71) 0,53 (0,49 — 0,57) 0,58 (0,54 — 0,64) 0,102*
Total 51

A é o nimero de alelos], é a heterozigosidade observaHa;¢ a heterozigosidade esperaBa o indice de
fixac&o.* Significancia P<0,05) baseada em 4.160 permutacdes.

O potencial da polinizacdo livre em gerar hetem=igade nas progénies de
angustifolianovamente foi comprovado, uma vez que foram obdessaalores dé e H,
significativamente maiores nas progénies de platitisas em relacdo as arvores genitoras
No caso das progénies de polinizacao livre de gdantondicas @\ foi significativamente
maior, embora &, foi menor em relacéo as arvores genitoras (Tabela 3

Os valores dé foram significativos para seis dos oito locos eapguatro dos oito
locos para progénies de polinizacédo livre de ptamiidicas e mondicas, respectivamente,



80

assim como para a média dos locos em ambas asn@eg®orém, todos os valores
significativos foram negativos no caso das progéd&plantas dibicas, sugerindo excesso de
heterozigotos, e foram positivos para as prog&egslantas monoicas, sugerindo excesso de
homozigotos (Tabela 3). Isto € um indicio da gevai@ endogamia através de cruzamentos
entre parentes e/ou autofecundacgédo nas plantasicasndeA. angustifolia A veracidade
desta hipotese deve ser verificada através do@stogistema de reproducdo destas plantas
(ver capitulo 1V).

indices de fixacdoF) positivos e significativos ja foram detectados populacées
naturais e plantadas de angustifolia(Auler et al., 2002; Bittencourt e Sebbenn, 20@0&
2009; Schmidt et al., 2007; Stefenon et al., 20WQ8a; Sant'/Anna, 2011; Ferreira et al.,
2012), demonstrando que pode haver endogamia devidmizamentos entre individuos
parentes. Este efeito ndo foi detectado em uma |lppfm bem conservada e de alta
diversidade genética em Campos do Jordao-SP (Mamtev al., 2006; Patreze e Tsai, 2010).
Altos indices de fixacdo (niveis de endogamia) s@o esperados em espécies didicas ou
predominatemente de cruzamento, como € a araud@vao ao fato de que a depressao
endogamica tende a eliminar plantas endogamicas arfase de fertilizacdo e a fase adulta
(Gribel e Gibbs 2002; Hufford e Hamrick 2003; Naiéb al., 2008). No caso d&.
angustifolia assim como para outras coniferas, sao observadaiplos embrides
(poliembrionia) nos estagios iniciais de desenvoérnto da semente. Entretanto, na maioria
das vezes, um unico embrido dominante sobreviwe @igem a planta, enquanto os demais
embrides sdo eliminados através da morte prograngada células. Este processo de
determinacdo do embrido dominante ainda néo est&belarecido. Uma hipotese formulada
é de que um embrido com determinada constituic&eétiga seria favorecido, tornando-se
dominante, através de mecanismos de selecdo ngagegito-Tenfen et al., 2011).

A deteccdo de excesso de homozigotos (valdf gesitivo e significativo) pode ser
efeito da ocorréncia de alelos nulos e/ou alelamigiantes (Nybom, 2004), sendo que a
presenca deste tipo de alelos é dificil de demanstequerendo experimentos especificos
(Morand et al., 2002). Porém, no presente expetimen falta de individuos homozigotos
para alelos nulos (falta total de amplificacdo) lenos especificos, indica que € improvavel
gue alelos nulos estejam presentes e afetandcebdiii,. Além disso, pelo menos um alelo
maternal foi detectado em todos os individuos etaos os locos utilizados na analise de
segregacao (capitulo Il), ndo havendo evidéncizedanca ndo mendeliana devido a presenca

de alelos dominantes.
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A endogamia diminui a heterozigosidade, ou sejagueza alélica da populacéo, o
que em curto prazo pode causar reducdo no desempedh viabilidade individual e em
longo prazo pode limitar a habilidade da espécra pasponder a mudancas ambientais e
incrementar a susceptibilidade a pragas e doengdsxacao de alelos deletérios. Isto ocorre
principalmente em espécies que sofreram fragmemtagénsa do habitat original (Isagi et
al., 2007). A perda de diversidade genética e oeatonda endogamia em populagdes
fragmentadas em comparacdo as populacdes bem \aoserforam detectados e
angustifolia (Auler et al., 2002; Medri et al., 2003; Stefendnaé, 2007; Bittencourt e
Sebbenn, 2009; Souza et al., 2009). No casA.dmgustifoliaa endogamia pode ser gerada
nos individuos das progénies apenas por cruzamentos genitores com algum nivel de
parentesco, por ser uma espécie didica (Sebbeff).200 caso das araucarias mondicas, a
endogamia também pode ser gerada pela autofecundaca

Considerando as progénies individualmente, na nebakaoito locos, observa-se que
todas as progénies de polinizagdo livre, excetmgémie de MN_Ara, apresentaram numero
de alelos A) significativamente superior a todas as progéniepamizacao dirigida. A
progénie de PF_3 x PF_3 (autofecundacéo dirigidiag fque apresentou menor valor Ale
dentre todas as progénies. Na maioria dos casomlaes deH, foram significativamente
superiores &l nas progénies de polinizacdo dirigida e livre dmfas didicas. Nao houve
diferenca significativa entre estes dois indices @& progénies de polinizagéo livre das trés
plantas mondicas, enquanto para a progénie de RRPB 3 aH, foi significativamente
menor queHe (Tabela 4).

Os valores deF foram negativos e significativos para todas as ¢mas de
polinizagdo dirigida e livre de plantas didicagjue sugere que estd ocorrendo selecao a favor
de embriGes heterozigotos. O valor Heda progénie de PF_3 x PF_3 foi positivo e
significativo, o que era esperado por se trataumea autofecundacéo dirigida desta planta
mondica, j& que a autofecundacdo gera pelo merfdasdeg0endogamia a cada geracdo. As
progénies de polinizacéo livre de plantas mondaiémsapresentaram valor Hesignificativo,
indicando que em polinizacdo livre as plantas nmamipriveligiam os cruzamentos, para
evitar a depressédo endogamica (Tabela 4).

O valor médio de Theta (Weir e Cockerham, 1984)&0,159, demonstrando que ha
15,9% de diferenciagdo entre as progénies. Assistes de progénies devem ser realizados

devido o elevado potencial que as progénies apmesgrara 0 melhoramento genético.



Tabela 4. Diversidade genética (média de oito lonmsossatélites) de cada uma das progénies deizagéo

dirigida e de polinizagdo livre de plantas didieasonoicas dAraucaria angustifolia.

Progénie n A H He F
PF 3xPB_1 18 2,75(2,57 —2,86),69 (0,65 -0,74) 0,55 (0,52 — 0,58) -0,266*
PF 3xGua_1 17 2,63(2,43-2,86),57 (0,51 -0,66) 0,51(0,47 —0,58) -0,125*
PF_3 x Lg_Galpéo 18 2,75(2,57 —2,88),68 (0,63 —0,74) 0,56 (0,53 —0,59) -0,213*
PF _SocialxPB_1 17 3,13(3,00 - 3,29),79 (0,76 - 0,85) 0,63 (0,61 —0,67) -0,262*
PF _Solosx PB_1 17 3,13(3,00 -3,43),79 (0,76 —0,90) 0,59 (0,56 —0,67) -0,341*
PF_Solos x Lg_Horta 16 2,88 (2,71 -3,14)0,72 (0,68 - 0,82) 0,52 (0,49 - 0,60) -0,375*
PF _FazendaxLg 5 18 2,63 (2,43 -2,70)65 (0,60 -0,68) 0,54 (0,51 -0,57) -0,194*
PF_Fazendax Gua_2 17 2,38 (2,14 -2,57)0,54 (0,47 - 0,61) 0,42 (0,37 —0,48) -0,284*
PF_1 x Lg_Horta 18 2,50(2,29 -2,719,60 (0,54 - 0,68) 0,46 (0,42 — 0,53) -0,290*
PF_3 x Lg_Horta 18 2,50(2,29 -2,579,59 (0,53 -0,63) 0,48 (0,44 —0,51) -0,233*
PF 3xPF_3 18 1,88(1,86 —2,000,36 (0,34 —0,41) 0,44 (0,43 —0,50) 0,175*
Pinha_400 18 5,50 (4,86 — 6,009,76 (0,72 - 0,80) 0,62 (0,60 — 0,66) -0,212*
PF_Fazenda 17 4,75 (4,43 -5,0®,87 (0,85-0,91) 0,68 (0,66 —0,72) -0,273*
PF_Social 18 5,50 (4,86 — 6,00p,87 (0,86 —0,94) 0,73 (0,71 -0,76) -0,202*
MN_Ara 18 3,13(2,86 -3,43)0,47 (0,42 -0,54) 0,43 (0,39 —0,50) -0,088
MN_SD 18 4,13 (3,86 — 4,57)0,53 (0,49 - 0,61) 0,51 (0,48 —0,58) -0,052
MN_Gua 18 4,38 (4,00 —4,71)0,57 (0,55 -0,62) 0,57 (0,54 —0,62) -0,007

Theta 0,159 (0,142 - 0,176)

() = intervalo de confianca a 95% de probabilidad¢éerminado por reamostraggactkknife sobre locos.
*SignificAncia P<0,05) baseada em 4.160 permutacdes.

Varios autores ja efetuaram a caracterizacdo darsiilade genética por marcadores
microssatélites em populacdes naturaig dangustifolia(Salgueiro et al., 2005; Bittencourt e
Sebbenn, 2007, 2008, 2009; Schmidt et al., 20@fe&on et al., 2007; Patreze e Tsai, 2010;
Sant’Anna, 2011), demonstrando importantes resestgdira a conservacdo das populacoes.
Salienta-se que o presente trabalho apresentdadssilde diversidade genética de progénies
de polinizacao dirigida e de progénies de plantas@icas deéA. angustifolia demonstrando
seu potencial para o melhoramento genético, parasainda nao descritos na literatura.

As polinizacfes dirigidas ery. angustifoliapossibilitam cruzamentos entre genitores
escolhidos por caracteristicas de interesse e tanpldsibilitam utilizar como matrizes ou
doadores de podlen as araucérias isoladas em |ayquaiatagens ou areas urbanas. Isto é
importante para aproveitar 0 conjunto génico dgsi@stas, pois suas sementes praticamente
nao formam individuos e as préprias plantas esibaisco de serem suprimidas, devido ao
habitat em que se encontram.

Os resultados obtidos no presente trabalho témdagidles para o desenvolvimento do
melhoramento e conservagdo genética Ale angustifolia As progénies geradas por
polinizagBes dirigidas apresentaram alta divergdgehética, que é a matéria prima para o

melhoramento. Por isso, recomenda-se efetuar aaf@won deste tipo de progénie para



83

fomentar a formacéo de bancos de germoplasmaes téstprogénies em 6rgaos publicos de
pesquisa. Futuramente, 0os genotipos selecionadiesgmser utilizados para reflorestamentos
comerciais (producéo de pinhdo e/ou madeira) eentds (recomposicdo de APP e reserva
legal), que também ser&o importantes para a cags@rvwenéticax situda espécie. Neste
sentido, Stefenon et al. (2008b) e Ferreira ef28l12) postularam que florestas plantadas de
A. angustifoliaqpodem ser (teis para a conservagdo e melhorantevido a alta diversidade
genética verificada.

Além disso, as progénies de polinizacdo livre danfals mondicas também
apresentaram alta diversidade genética, embora emormgrau em relacdo as progénies de
polinizagéo livre de plantas didicas. Consequentémesstas progénies também podem ser
utilizadas no melhoramento genético Ale angustifolia principalmente porque as arvores
monoicas sdo raras na natureza. Além disso, asicasntem um potencial que as arvores
didicas ndo tém que € de produzir sementes (pird@d)en na mesma planta. Este potencial
pode ser aproveitado para a formagao de pomarascparercializacdo de pinhao, pois todas
as plantas serdo produtoras. Quando sdo plantatu®ep de araucarias didicas, apenas em
torno de 50% das plantas serdo fémeas e prodyzimides (Guerra et al., 2002). Porém,
ainda é necessario verificar se a monoicia € hetd#mA. angustifoliae se os individuos

formados seréo férteis.

5.4 CONCLUSOES

As progénies obtidas por polinizacdo dirigida e pofinizacédo livre de plantas
monoicas deAraucaria angustifoliatém alta diversidade genética, demonstrando etevad
potencial para o melhoramento. Isto pode ser apenle para testes de progénies e/ou
procedéncias em programas de melhoramento gerddi@spécie, de forma a aumentar os
ganhos genéticos na producdo pinhdo e/ou de madeirainda para fins de conservacao

genéticaex situem reflorestamentos ambientais e bancos de gersmala
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6 CAPITULO IV
EFICIENCIA DE POLINIZACOES DIRIGIDAS E AVALIACAO DO SISTEMA DE
REPRODUCAO DE PLANTAS MONOICAS DE Araucaria angustifolia
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RESUMO

O conhecimento do sistema de reproducéo é de fuerdahimportancia no melhoramento
geneético, pois afeta os niveis de endogamia evdesitlade genética. A araucarfggucaria
angustifolia (Bert.) O. Kuntze) é uma espécie comumente didicaeereproduz por
cruzamentos, mas ha algumas plantas mondicas dai@sgue podem se reproduzir por
autofecundacéo. O objetivo deste trabalho foi covdr o parentesco esperado de irmaos-
completos em progénies de polinizacdo dirigida erdenar o sistema de reproducao de
plantas mondicas d&. angustifoliaPara isto, foram utilizados oito locos microsstslpara
genotipar os individuos. O parentesco nas progé&eepolinizacdo dirigida é de irméos-
completos, o que confirma as hibridac6es realizadasplantas mondicas tém modo de
reproducdo por xenogamia, gerando progénies canpsdporcdo de irméos de cruzamentos
(94-95%) e baixa proporcao de irméos de autofeqiindés-6%0).

Palavras-chave:Araucéaria, marcadores microssatélites, monoicia tke cruzamento.



90

ARTIFICIAL POLLINATION EFFICIENCY AND MATING SYSTEM
EVALUATION IN MONOECIOUS TREE OF Araucaria angustifolia

ABSTRACT

To know the mating system is important in tree dneg because it affect the inbreeding and
genetic diversity. The Brazilian pindraucaria angustifolia(Bert.) O. Kuntze)) is a species
commonly dioecious and reproduces through outangsdiut there are some trees that are
monoecious, that can reproduce by self-fertilizatidhe objective of this study was to
confirm the relatedness expected full-sib in avitidi pollination progenies and to determine
the mating system of monoeciofisangustifolia For this, eight microsatellite loci were used
to genotype individuals. The relatedness in aréfipollination progenies is full-sib, which
confirms the crosses made. The monoecious treesegreductive mode by xenogamy,
generating progeny with high proportion of crosséss (94-95%) and low proportion of
selfing sibs (5-6%).

Key-words: Brazilian pine, microsatellite markers, monoicytarassing rate.
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6.1 INTRODUCAO

A araucaria Araucaria angustifoligBert.) O. Kuntze (Araucariaceae)) é uma conifera
didica polinizada pelo vento. De forma rara, sdocoatradas algumas plantas mondicas da
espécie, que apresentam ginostrébilos e androssObiEstes exemplares foram
primeiramente descritos por Reitz e Klein (1966)Estado de Santa Catarina. Estes autores
indicaram que a causa da monoicia poderia seleagéb por patdgenos ou outras injurias na
planta adulta. Porém, mais recentemente, Stefer@apeestano (2009) observaram gue 0s
estrobilos masculinos e femininos e os graos denpdés plantas mondicas de araucaria tem
morfologia igual aos das plantas dibicas, alémateapresentar infec¢des por fungos.

O sistema de reproducao determina a forma com&atap recombinam seus genes a
cada geracao para formar a populacdo descendemt® €onsequéncia, afeta os niveis de
endogamia e de diversidade genética da espécieist®oro conhecimento do sistema de
reproducédo € de fundamental importancia no melhen&mngenético, principalmente para a
coleta e producéo de sementes melhoradas de esfiérstais (Sebbenn, 2006).

Estudos do sistema de reproducdo podem ser comduzéda conhecer qual é a taxa
de cruzamento, taxa de autofecundacao, a propdegéuzamentos entre individuos parentes
(cruzamentos endogamicos), ou que envolvem 0S nsegacentais mais de uma vez
(cruzamentos biparentais), o nUmero de doadorg®léa envolvidos na reproducdo de uma
planta, a distancia de dispersdo do polen e o fiygwmico entre populacdes. Tais estudos
podem ser eficientemente realizados com a utilzagle marcadores moleculares
codominantes e altamente polimérficos, como ososgatélites, comparando a planta matriz
com sua progénie (Sebbenn, 2006). Nestas analisesassario tambéem utilizar modelos
genéticos para descrever padroes de reproducda comodelo misto de cruzamentos
(Ritland e Jain, 1981) e o modelo de cruzamentoglecionados (Ritland, 1989).

O aspecto mais importante para definir o sistemeepducdo de uma espécie € seu
sistema sexual. Espécies didicas (arvores com seqmados) se reproduzem sempre por
cruzamentos. Por outro lado, as plantas mondicdsnp@presentar mistura de cruzamentos e
autofecundacéo (Sebbenn, 2006). Os cruzamentodedmdos como xenogamia, ou seja,
fertilizacdo de uma flor de uma planta por graopdlen de outras plantas. A autofecundacao
pode ser definida como autogamia, quando o polemelsma flor fertiliza seus ovulos, e
geitonogamia quando o polen de uma flor fertilizara flor da mesma planta (Finkeldey,

2005). Ressalta-se que 0s processos que envolteansderéncia de pélen entre diferentes



92

flores, independente se as flores sdo da mesma alifetentes plantas, € conhecido como
alogamia. Por isso, uma planta ald6gama néo necassate é de cruzamentos, pois todos 0s
filhos podem ter sido gerados por geitonogamialiSeb, 2006).

No caso das plantas mondicas Aleangustifolia ainda € necessario verificar se a
polinizacdo ocorre preferencialmente por geitonagamu por xenogamia. A geitonogamia
tem mesma consequéncia genética que a autogamsa.époma autofecundacdo e gera
endogamia. Por sua vez, a xenogamia pode gerar tie@wsidade genética na progénie, pois
pode formar combinacdes de alelos ndo existentegeratores (Sebbenn, 2006).

O objetivo deste trabalho foi confirmar o parentessperado de irmaos-completos em
progénies de polinizacao dirigida e determinarstesia de reprodugcdo em polinizacao livre

de plantas mondicas deaucaria angustifolia

6.2 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram coletadas aciculas de 321 individuos adeltpsvenis deA. angustifolia.Os
individuos juvenis representavam 11 progénies dmipacdo dirigida e seis progénies de
polinizacdo livre de trés plantas didicas e de f&sitas monoicas de araucaria e 0s
individuos adultos representavam os genitores da peogénie (mais detalhes descritos no
capitulo II).

Apés coleta, as aciculas foram liofilizadas e aenadas em freezer (-20°C) até o
momento do isolamento do DNA. Este foi realizadgusgdo protocolo descrito no capitulo I.
O DNA de cada amostra foi quantificado e diluidencagua milli-Q autoclavada a uma

concentracao final de @ pl™.

Andlises genéticas

Realizaram-se as PCRs do DNA das amostras, utilizaito primers microssatélites
em combinacgdes biplex ou triplex, seguido de déteaios fragmentos por eletroforese
capilar, em sequenciador automatico ABI 3500xL @en&nalizer (Applied Biosystems). O

tamanho dos fragmentos (alelos) foi determinadoa pelterpretacdo dos picos dos
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eletroferogramas gerados, utilizando o softwareeG&pper v.4.1 (Applied Biosystems). Os
nameros referentes ao tamanho dos alelos foramrtexips para planilhas (mais detalhes

destas analises sédo descritos no capitulo ).
Andlises estatisticas

Para as andlises de sistema de reproducao forkraddis dados de tamanho de alelos
de 314 individuos, pois para sete individuos népdssivel determinar o tamanho dos alelos
de forma inequivoca.

O sistema de cruzamento foi analisado de acordodmsmodelos: (a) o0 modelo de

cruzamentos mistos, o qual assume que: (1) cadaroento representa um evento ao acaso
de um cruzamentd)(ou de uma autofertilizacas){ com probabilidade igual pat&s (=14);
(2) ndo ocorre mutacdo ou selecdo apods a ferfilizaté a analise do DNA; (3) ndo ha
cruzamentos associados (a probabilidade de um ramta é independente do gendtipo
materno ou paterno) (Ritland e Jain, 1981); e oalmde cruzamentos correlacionados, em
que dois individuos de uma progénie podem ter uadalode pdélen em comum (irmaos-
completos) ou somente o genitor materno em comugio¢immaos) (Ritland, 1989).

Foi utilizado o programa MLTR, v.3.4 (Ritland, 2Q0para estimar a taxa de
cruzamento multilocug{) e unilocus ), taxa de cruzamentos entre individuos paremtes (
t), correlacdo multilocos de paternidadgnf) e correlagdo de autofecundacag). (O
intervalo de confianca dos parametrd35&o foi calculado baseado em 1.Qfbtstrapsentre
individuos dentro de progénies. O efetivo numeral@gdores de poélen foi estimado pép
= 1/rym) (Ritland, 1989). A média do coeficiente de coarr@@sientro de progénies foi

estimada por® = 0125(1+ Fp)[4s+(tf; +tmsrs)(1+ rpm)J (Ritland, 1989), em qué&, é o
coeficiente de endogamia na geracao parental. @nfamefetivo da varianciaNy,) foi
estimado por Ny, = 05{0[(n-1)/n]+ @+ F,)/2n} (Cockerham, 1969), onde & o

coeficiente de endogamia das sementegé e tamanho da amostra.
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6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para estimativas seguras de parametros do sistenrapdoducdo, Ritland (2002)
recomenda utilizar pelo menos 200 individuos eogalbcos codominantes. Para satisfazer
esta premissa, no presente trabalho a amostraef@ild individuos genotipados para oito
locos microssatélites.

Todas as progénies de polinizacéo dirigida e tadgzogénies de polinizacéo livre de
plantas didicas dé. angustifoliaapresentaram taxa de cruzamento multiloco altéiae n
significativamenteR<0,05) diferente da unidadg,E 0,99 + 0,01) (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativas do sistema de reproducaaapies de polinizacdo dirigida e de polinizagée Ide
plantas di6icas e mondicas Alrucaria angustifolia.

Progénie t, £ DP ttxDP t,—t+DP r.xDP rom £ DP - Ng ©] New:
PF 3xPB_ 1 0,99 + 0,0D0,95 + 0,05 0,05 + 0,05 - 0,99+0,02 1,0 0,250 1,90
PF 3xGua_ 1 0,99 + 0,0D0,96+ 0,08 0,04 + 0,08 - 0,99+0,06 1,0 0,250 1,89
PF_3 x Lg_Galpao 0,99 +0,00,95 + 0,05 0,05 £ 0,05 - 0,99+0,07 1,0 0,250 1,90
PF_Social x PB_1 0,99 +0,00,97 + 0,03 0,03 + 0,03 - 0,99+0,05 1,0 0,250 1,89
PF_Solos x PB_1 0,99 +£0,00,99 + 0,01 0,01 £ 0,02 - 0,99+0,05 1,0 0,250 1,89
PF_Solos x Lg_Horta 0,99 £ 0,00,98 + 0,04 0,02 £ 0,04 - 0,99+0,02 1,0 0,250 1,88
PF _Fazendaxlg 5 0,99 +0,00,95 + 0,06 0,04 £ 0,06 - 0,99+0,07 1,0 0,250 1,90
PF_Fazendax Gua_2 0,99 + 0,@198 + 0,06 0,02 + 0,06 - 0,99+0,01 1,0 0,250 1,89
PF_1 x Lg_Horta 0,99 £ 0,0D0,99 £+ 0,01 0,00 + 0,01 - 0,99+0,01 1,0 0,250 1,90
PF_3 x Lg_Horta 0,99 +0,0D,99 + 0,08 0,01 + 0,08 - 0,99+0,06 1,0 0,250 1,90
PF 3xPF_3 0,00 + 0,0@,00 + 0,00 0,00 £0,000,99+0,010,99+0,01 1,0 0,500 1,00
Pinha_400 0,99 +0,010,97 + 0,03 0,02 + 0,03 - 0,13+0,05 7,9 0,142 3,09
PF_Fazenda 0,99 +0,00,97 + 0,02 0,02 £ 0,01 - 0,20+0,07 51 0,151 2,92
PF_Social 0,99 +0,010,95 + 0,01 0,04 + 0,01 - 0,14+0,05 7,4 0,143 3,08
MN_Ara 0,94 +0,010,70 £ 0,08 0,24 £ 0,08 0,05 +0,020,29+0,02 3,4 0,172 2,63
MN_SD 0,94 +0,010,76 + 0,05 0,18 + 0,05 0,06 + 0,01 0,10+ 0,03 9,8 0,153 2,91
MN_Gua 0,95 +0,010,71 + 0,07 0,24 £ 0,07 0,06 £ 0,02 0,12+ 0,04 8,7 0,152 2,92

DP é o desvio padrdo, baseado em 1H@straps

Este padrdo € esperado para progénies de polinizagd de espécies didicas e foi
observado por varios autores em populacdes naei@entadas dA. angustifolia(Sousa et
al., 2005; Bittencourt e Sebbenn, 2008; Ferreiral.e2012). Porém, Mantovani et al. (2006)
detectaram taxa de cruzamentos atta 5 0,956), mas significativamente menor que a
unidade, em uma populacédo naturaAdangustifoliade Campos do Jordéo-SP. Estes autores

atribuiram a observada endogamia a ocorrénciaudamrentos entre individuos parentes.



95

A progénie de polinizacao dirigida de PF_3 x PRpi@sentou,, ndo diferente de zero
(0,00 £ 0,00), o que era esperado, uma vez quesddizada uma autofecundacao dirigida
desta planta mondica. Por sua vez, as progénipselioézacao livre de trés plantas mondicas
de A. angustifoliaapresentarant, de 0,94 + 0,01 e 0,95 £ 0,01, sendo significativiai@e
diferente da unidade. Isto significa que estas tatartem um sistema de reproducao
combinando autofecundacgdes e cruzamentos, porénaltampredominancia de cruzamentos,
ou seja, modo de reproducéo por xenogamia (Tabela 1

A taxa de cruzamento unilocas)(foi significativamente menor do que a taxa de
cruzamento multiloco apenas nas progénies de patiéo livre da planta didica PF_Social e
das trés plantas mondicas. Em concordancia, adiarentre a taxa de cruzamento multiloco
e uniloco {, - ty) para estas plantas foi significativamente difexaie zero#<0,05), o que
indica cruzamento entre parentes (Ritland, 200@}taRto, a presente estimativa indica que 4
+ 1%, 24 £ 8%, 18 + 5% e 24 £ 7% dos cruzamentos fgumaram as progénies de
polinizacdo livre das plantas PF_Social, MN_Ara, MBID e MN_Gua, respectivamente,
ocorreram com doadores de polen parentes destaagla

Desvios de cruzamentos ao acaso, devido a cruzasnentre parentes e cruzamentos
biparentais tém sido reportados em popula¢cbesaiaterplantadas d& angustifolia(Sousa
et al.,, 2005; Mantovani et al., 2006; BittencourBe&bbenn, 2007, 2008; Sant’/Anna, 2011,
Ferreira et al., 2012). Estes acasalamentos eatenfgs se devem a ocorréncia de estrutura
genética espacial (EGE), a qual foi detectada epulpgdes naturais d&. angustifoliaem
diferentes distancias: até 70 m (Mantovani et2006), até 50 m (Bittencourt e Sebbenn,
2007), até 75 m (Bittencourt e Sebbenn, 2008)2&tén (Patreze e Tsai, 2010) e até 20 m
(Sant’Anna, 2011). A EGE d@&. angustifoliaocorre porque a autocoria (dispersdo por
mecanismos proprios da planta) é a principal fodmalispersdo de sementes da espécie, e
devido seu grande tamanho e peso as sementes ca@ema@ada planta materna (Carvalho,
2003). Como a araucaria é uma espécie longeva @iodgr mais de 200 anos) ela apresenta
sobreposicdo de geracdes possibilitando o cruzantenindividuos com seus genitores, por
exemplo, o que é favorecido em pequenos fragmeifldosstais pelo reduzido tamanho
populacional. Aléem disso, o grao de polenAddengustifoliaé de tamanho grande (61,5 um),
ndo apresenta saco aerifero e tem baixa taxa tegdlp (12,02 a 18,98 crif)s atingindo
rapidamente o solo. Estas caracteristicas aliada$addensidade tipica das florestas com
araucaria podem comprometer a dispersdo do pélgraredes distancias, favorecendo os
cruzamentos entre parentes (Sousa e Hattemer,.200&m, Bittencourt e Sebbenn (2007)

detectaram que, apesar da dispersao do pélenmseertoada a curtas distancias (75-80% da
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efetiva polinizacdo ocorre até 150 m), houve flabeopolen entre arvores distantes 2006 m
entre si.

A correlacdo de autofecundacag foi estimada apenas para as arvores monaicas de
A. angustifolia as quais tem possibilidade de fazer autofecundpgé geitonogamia. Todas
apresentaram; significativamente diferente de zero. A progéreeRF_3 x PF_3 apresentou
rs ndo diferente da unidades € 0,99 + 0,01), como era esperado, uma vez questodo
individuos foram gerados por autofecundacdo dmigidalor alto ders indica que em
progénies onde se encontra um individuo de autoflegiio é alta a probabilidade de
encontrar outro também de autofecundacdo (Ritlda889). Para as progénies das plantas
MN_Ara, MN_SD e MN_Gua estas estimativas sdo de 3%; 6 = 1% e 6 + 2%,
respectivamente.

A correlagéo multilocos de paternidadgy() foi significativamente diferente de zero
(P<0,05) para todas as progénies. Para todas as prsgda polinizagdo dirigida,m) néo
diferiu significativamente da unidade, o que engeesdo, uma vez que foi utilizado apenas
um genitor masculino. No caso das progénies deipatao livre, tanto de plantas didicas
como das monodicas, este valor variou de 0,10 g &9 diferindo significativamente entre
si, exceto no caso da progénie de MN_Ara que api@sealor significativamente maior que
as demais progénies de polinizacao livign(= 0,29 *+ 0,02), representando que 29% dos
individuos desta progénie sédo irmaos-completos.

A correlacdo de paternidade resulta de cruzamdrip@sentais ou correlacionados
(n&o aleatorios), devido ao restrito numero de daedde pélen contribuindo efetivamente na
polinizagcdo. Isto gera uma propor¢cdo de irméaos tetogp dentro das progénies e,
consequentemente, gera endogamia (Ritland, 1988au8a dos cruzamentos biparentais em
A. angustifoliapode ser atribuida a fatores como a falta de @ngerno florescimento,
variacdo na fecundidade masculina e pequeno nudeeiradividuos masculinos proximos as
matrizes (Mantovani et al., 2004; Anselmini et aD06). Além disso, Sousa et al. (2005)
verificaram que quanto maior era a densidade deréswna populacdo, maior era a taxa de
cruzamentos correlacionados, provavelmente devidonidacdo na dispersdo do podlen.
Outros autores verificaram correlacdo de patereidagnificativa em populacdes naturais e
plantadas dé\. angustifoliavariando de 0,03 a 0,602 (Sousa et al., 2005; Manicet al.,
2006; Bittencourt e Sebbenn, 2007, 2008; Ferreieh £2012)

Da correlacéo de paternidade estimou-se 0 nimedoaldores de poéleiNg). Como
era esperado, as progénies de polinizacdo dirigidasentaranNe, = 1, pois foi utilizado

pélen de apenas um genitor. As progénies de paléz livre de plantas didicas
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apresentarale, de 5,1 a 7,9. As progénies das plantas Pinha_400 &ocial apresentaram
maior niumero de doadores de pélen, demonstrandevade fluxo de pdlen que ocorreu na
area urbana de Cacador-SC e Curitiba-PR, na quak gdantas estdo localizadas,
respectivamente. Provavelmente, isto ocorre poeguaraucarias ficam dispersas em baixa
densidade na &rea urbana, facilitando o fluxo denpdnclusive de grandes distancias. Para
as progénies de polinizagéo livre de plantas masoaNe, foi menor para a progénie de
MN_Ara (Nep = 3,4), de Aratiba-RS, a qual esta localizada era area com baixa ocorréncia
da espécie, em que ha poucos individuos mascyndegmnos, em uma altitude de 546 m. As
progénies das outras duas plantas monoicas apesm@nds maiores valores Ng,dentre as
progénies de polinizacao livre, sendo de 9,8 8@ MN_SD e MN_Gua, respectivamente.
O numero de doadores de polen por arvore matertectddos por outros autores em
populacdes naturais e/ou plantadasAdeangustifoliafoi altamente variavel, sendo de 2,2 a
31,2 (Sousa et al., 2005; Mantovani et al., 200GeBcourt e Sebbenn, 2007, 2008; Ferreira
etal., 2012).

O coeficiente médio de coancestria entre individierstro de progénies() foi de
0,25 em todas as progénies de polinizacdo dirigidejonstrando o nivel de parentesco de
irmaos completos dentro das progénies. Isto demsomgte o procedimento descrito por
Anselmini e Zanette (2012), do isolamento do gimisto de A. angustifoliacom saco
plastico, antes da sua abertura (no més de agtsteficiente para evitar a contaminacao de
pblen externo & polinizacdo dirigida. A progénie Rle_3 x PF_3 apresento® = 0,5,
comprovando a efetividade da autofecundacéo daidesta planta mondica. As progénies de
polinizacéo livre apresentaram coancestria varialed0,142 a 0,151 e de 0,152 a 0,172, para
progénies de plantas didicas e mondicas, respewtivie. Estes valores sdo superiores ao
esperado em progénies de populacbes panmiticasniv@inde parentesco de meio-irmaos
(® = 0,125), demonstrando que as progénies sdo fasnaela mistura de meio-irmaos e
irmaos completos. Isto se deve aos cruzamentos patentes e cruzamentos biparentais que
ocorreram para formacédo das progénies das plaifi@agsie aos cruzamentos entre parentes,
cruzamentos biparentais e autofecundacgdes queeocmoripara a formacédo das progénies de
plantas monodicas d&. angustifolia 0 que aumentou o grau de parentesco entre o8dads
das progénies. Outros autores detectaram coefsierde coancestria positivos e
significativamente diferentes de zero, para proggr@ adultos de populacbes naturais e
plantadas deéA. angustifolia variando de 0,076 a 0,20 (Sousa et al., 2005; rigittert e
Sebbenn, 2007, 2008; Patreze e Tsai, 2010; Featedla 2012).
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Portanto, verificou-se que nas progénies de palgdia livre de plantas mondicas de
A. angustifoliafoi gerada endogamia por cruzamentos entre paréate maior grau) e por
autofecundacacA autofecundacao gera 50% de endogamia a cadadgeeaQ cruzamento
entre parentes gera endogamia igual ao coeficidatecoancestria entre os individuos
cruzados. Como pode ser inferido, coancestria @gamia sdo parametros intimamente
relacionados, pois s6 havera alelos idénticos pec&hdéncia em um individuo da progénie
(endogamia) se houver identidade por descendémti® ®s alelos presentes nos dois
parentais (coancestria) (Sebbenn, 2006). Apesanade haver estudos sobre depressao
endogamica emA. angustifoliaacredita-se que ela ocorre e produz 0 mesmo efeio
aqueles detectados em outras coniferas, como aode¢do geral do vigor e a mortalidade
dos individuos endogamicos nas fases iniciais d¢erd®lvimento. A grande maioria dos
individuos endogamicos néo chega a idade repraypeis as coniferas apresentam alelos
recessivos letais, que eliminam os embrides defeuodacdo (Savolainen et al., 1992;
Sorensen et al., 1999; Williams et al., 2001).

Em funcao do valor de coancestria, o tamanho efetesvariancia também foi menor
do que o esperado em progénies de meios-irnfdQs £ 4). Os maiores valores dé )
foram obtidos nas progénies de polinizacdo liveeds o maiolNey) = 3,09 na progénie de
Pinha_400. Estes valores sdo semelhantes aos eummpor outros autores em populacdes
naturais e plantadas d&. angustifolia variando de 2,50 a 3,77 (Sousa et al., 2005;
Bittencourt e Sebbenn, 2007, 2008; Ferreira epall?).

Os resultados do presente trabalho tém implicapées as estratégias de coleta de
sementes para a conservacér situ e melhoramento genético dA. angustifolia
Considerando que as progénies de polinizacdodienglantas didicas apresentaram a maioria
dos individuos com parentesco de meio-irmaos, rendase colher sementes para uso em
reflorestamentos, contribuindo para a conservag@etgaex situde A. angustifolia Pelos
resultados observados de tamanho efetivo da vaai&ncecessario coletar sementes de 32 a
34 arvores i = 100New) de polinizagdo livre de plantas didicas, pararreim tamanho
efetivo de 100, que é o objetivo de programas desawacdo genéticaéx situ e
melhoramento genético de espécies florestais (9abB603). Resultados semelhantes foram
encontrados por Bittencourt e Sebbenn (2008), sudicaram que para reter o tamanho
efetivo de 100 é necessério coletar sementes davB@ies deA. angustifoliana populacéo
estudada. Os resultados deste trabalho também daaram que as arvores isoladas na area
urbana séo importantes para a conservacao e diadesigenética da espécie. Bittencourt e

Sebbenn (2007, 2009) também detectaram a impaatateciconservar pequenos grupos e
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araucarias isoladas na paisagem para promoverxo fle pdlen, reduzir a coancestria e
endogamia, e aumentar o tamanho efetivo da vaaanci

O vigor hibrido gerado nas progénies de polinizagdeigidas podera permitir a
selecéo de individuos superiores na producado déipia/ou madeira, representando elevado
potencial para o melhoramento genético. Por suaagprogénies de polinizacao livre de
plantas mondicas deA. angustifolia apresentam a predominancia de individuos de
cruzamentos, em relacéo aos individuos de autofiegéo, indicando que podem ser usadas
para coleta de sementes para implantacdo de s#fHarentos de conservacdo genética e
melhoramento.

O maior nimero de plantas de cruzamentos encostradaprogénie de plantas
monoicas pode ser devido a eliminacdo dos embrdiEesautofecundacédo na selecdo
embrionaria que ocorre nos estagios iniciais derdedvimento da semente da araucéria, em
que h& varios embrides e apenas um sobrevive eigEoa planta (Agapito-Tenfen et al.,
2011). Na maioria dos casos, pode ter ocorridonaeriées oriundos de cruzamentos serem
escolhidos como dominantes, em detrimentos dos i@esbioriundos de autofecundacéo.
Outro fator que pode ter causado a baixa taxa aletgd oriundas de autofecundacédo é a
menor quantidade de androstrébilos das plantas ices@m relacdo as plantas didicas
(masculinas). Isto acarreta em menor quantidagesm produzido nas araucarias mondicas

e, consequentemente, menor chance de ocorrergolintpacao dos ginostrobilos.

6.4 CONCLUSOES

O parentesco nas progénies de polinizacdo dirigidie irmaos completos, o que
confirma as hibridacdes realizadas Amaucaria angustifolialsto comprova a eficiéncia da
metodologia de isolamento com saco plastico dosstiidbilos, antes de sua abertura, para
evitar a contaminacéo de polen ndo desejado.

Em polinizacdo livre, as araucarias monoicas edaslaapresentaram modo de
reproducao por xenogamia, gerando progénies canpadporgcédo de irméos de cruzamentos
(94-95%) e baixa proporcéo de irméos de autofeqamléb-6%). Assim, estas progénies tem
baixa endogamia e podem ser utilizadas em testegprdgénies em programas de

melhoramento genético.
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7. CONCLUSOES GERAIS

Os resultados do presente trabalho permitiram apastseguintes conclusées:

1. O protocolo estabelecido foi eficiente no isaate de DNA deAraucaria
angustifoliade boa qualidade e € uma opcdo mais rdpida e ragasabque 0s protocolos
descritos na literatura para a espécie. Com isgwptmcolo pode se tornar uma ferramenta
eficiente nas analises de DNA, que sdo necesgmrasestudos visando definir estratégias de
conservacdo e melhoramento genético da araucaria.

2. Os oito locos microssatélites (Ag20, Ag23, AgA&ng01, Aangl4, Aang28, As90
e CRCAcl) apresentaram segregacao Mendeliana eas tad progénies testadas de
Araucaria angustifolia Por isso, estes locos podem ser usados como doaesagenéticos
em estudos de diversidade genética, analise detpace e fluxo génico da espécie.

3. As progénies obtidas por polinizacao dirigida@og polinizagéo livre de plantas
monoicas deAraucaria angustifoliatém alta diversidade genética, demonstrando etevad
potencial para o melhoramento. Isto pode ser afiemle para testes de progénies e/ou
procedéncias em programas de melhoramento gerddi@spécie, de forma a aumentar os
ganhos genéticos na producdo pinhdo e/ou de madeirainda para fins de conservacao
genéticaex situem reflorestamentos ambientais e bancos de gersmgla

4. O parentesco nas progénies de polinizacao dlrigi de irmaos completos, o que
confirma as hibridacdes realizadas Amaucaria angustifolialsto comprova a eficiéncia da
metodologia de isolamento com saco plastico dosstiidbilos, antes de sua abertura, para
evitar a contaminacéo de pélen ndo desejado.

5. Em polinizacdo livre, as araucarias monodicasdestas apresentaram modo de
reproducdo por xenogamia, gerando progénies canpsdporcdo de irmaos de cruzamentos
(94-95%) e baixa proporcéo de irméos de autofeqamléb-6%). Assim, estas progénies tem
baixa endogamia e podem ser utilizadas para tedegprogénies em programas de

melhoramento genético.



104

CONSIDERACOES FINAIS

A araucaria Araucaria angustifolia(Bert.) O. Ktze.)é uma espécie de importancia
ecoldgica, cultural e econdmica, principalmenteSaib do Brasil. Esta espécie foi a base do
ciclo econbmico da madeira nesta regido, durargécalo XX, mas sem o planejamento de
cortes seletivos e sem a necessaria reposicaoésitd® plantios, este ciclo terminou
aproximadamente em 1970, e a espécie foi substituddinddstria madeireira por espécies
exGticas, principalmente dos géner®nus e Eucalyptus Atualmente a araucéaria €
considerada ameacada de extingdo, em funcao dacdn@slucao populacional ocorrida e da
baixa taxa de regeneracdo natural, aliada ao essigiento e morte de arvores em ambiente
florestal. Por isso, a legislacéo brasileira apwalbe o corte de araucérias nativas.

Os plantios de araucaria com fins econbmicos s&asess, 0 que se deve
principalmente a indisponibilidade de sementes edodas de genoétipos selecionados. Por
isso, sdo necessarios trabalhos de selecéo e arekioio genético na espécie, visando obter
genotipos com alta produtividade de pinhfes e/odeima e visando a producao de sementes
e mudas de alta qualidade genética. Duas situdg@tetecem a afirmativa acima: (1) sao
observadas muitas araucérias nativas ou plantadgaspresentam alta producdo de pinhdes
ou de madeira; (2) as espécies dos gérfeirnsse Eucalyptusapresentam mais de cem anos
de melhoramento genético no mundo, sendo que @atpréponderante para atingir altos
niveis de produtividade e, consequentemente, aamestplantios destas espécies, que hoje
sdo base da industria madeireira no Brasil.

A producdo de pinhBes em plantios de araucaria mmatar maior renda que a
producdo de madeira, pois a producdo de pinhdeseoaaualmente, enquanto o corte da
madeira pode ser realizado uma vez sO. Para osgslatevem ser escolhidos genotipos de
alta producao, fazer a propagacéo por enxertidizautespacamento de plantio de 10 x 10 m,
para dar maior espaco de desenvolvimento as plaB&tes plantios da araucaria para
producao de pinhdes podem se tornar uma ferrarpangao uso e a conservacao da espécie,
pois atualmente os pinhdes comercializados no &&rdsil sdo oriundos do extrativismo em
matas nativas, o que pode prejudicar a regenerstéioal da araucéria. A0 mesmo tempo a
renda gerada com a comercializacdo de pinhdes ateiqd de araucéria pode se tornar
importante para fortalecer o desenvolvimento tigt de uma regiao.

Visando gerar conhecimento para o desenvolvimerdocdltivo da araucaria,

realizam-se varios estudos no Setor de Ciénciaariagrda UFPR (Universidade Federal do
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Parand). Dentre eles destaca-se 0 estabeleciment@ratocolos de microprogacao
(microenxertia) e macropropagacdo (enxertia e estgga investigacdo do tropismo no
crescimento dos ramos (plagiotropismo e ortotropjsmstudos de fenologia reprodutiva e o
estabelecimento de um protocolo de polinizacoegidis.

Apesar de varios estudos realizados, o desenvaht@rdd melhoramento genético da
araucaria ainda é incipiente. Os resultados apiades na presente tese de doutorado podem
auxiliar no desenvolvimento de programas de metherdo genético da&. angustifolia

No capitulo 1, o trabalho realizado permitiu gemam protocolo eficiente no
isolamento de DNA deA. angustifolia, pois foi obtido DNA livre de substancias de
interferéncia e amplificavel através da técnicdP@R (reacdo em cadeia da polimerase). O
custo por amostra foi menor em relacdo aos pratecdescritos na literatura e o maior
avanco deste trabalho foi a reducéo do tempo gesisolamento do DNA da espécie, pois
foi possivel suprimir 0 uso de reagentes que dearmandaior tempo para utilizacdo durante o
processo de isolamento, reduzindo o niumero de t@pgprocesso. Isto € importante, pois
permite aumentar o numero de amostras a serensastadi, dando maior confiabilidade aos
resultados de pesquisas. Com isso, o protocolo pedernar uma ferramenta eficiente nas
andlises de DNA, que sdo necessarias para estisdoslo definir estratégias de conservacao
e melhoramento genético da araucaria.

No capitulo 1l foi testada a segregacdo genéticaitelocos microssatélites (Ag20,
Ag23, Ag45, Aang01, Aangl4, Aang28, As90 e CRCAaM) progénies dA. angustifolia
Como resultado observou-se que todos o0s oito lapmsentaram segregacdo Mendeliana em
todas as progénies testadas. Por isso, estes artadores moleculares podem ser usados
como marcadores genéticos em estudos de genétmgpdiacdes de araucaria, como analises
de diversidade genética, analise de parentescx@ giénico.

No capitulo Il foi comparada a diversidade gergétgerada em progénies de
polinizagdo dirigida e em progénies de polinizatiice de araucérias mondicas com a
diversidade genética gerada em progénies de patiézlivre de araucarias didicas. Para isso
foram utilizados os oito marcadores microssatétiéstados no capitulo 1l. Como resultados
observou-se que as progénies de polinizacéo dirifgram indices de diversidade genética
semelhante as progénies de polinizacéo livre detgdadidicas. Isto demonstra o elevado
potencial da utilizacéo da polinizacdo dirigidamelhoramento genético da araucaria, uma
vez que gera progénies com ampla variabilidadetigan&apaz de permitir a efetividade de
selecédo de gendtipos superiores e 0 avanco deegraimdero de geracdes de melhoramento.

As progénies obtidas por polinizacédo livre de @ammnondicas dé. angustifoliatambém
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tiveram alta diversidade genética, embora em meil que a diversidade genética de
progénies de polinizacéo livre de araucarias dedidsto demonstra que as sementes de
plantas mondicas de araucaria podem ser coletadagggmar progénies para serem testadas
no melhoramento genético da espécie. Uma restaigm utilizacdo é o pequeno namero de
plantas monoicas existentes, uma vez que a oc@aréestas araucarias é rara.

O potencial de diversidade genética de progéniepdii@izacdo livre de plantas
didicas de araucaria ja havia sido demonstradateratuira, porém nao havia informacdes
sobre a diversidade genética de progénies de pati@o dirigida e nem de progénies de
polinizagéo livre de plantas monodicas de arauc&ssim, os resultados encontrados nesta
tese podem ser aplicados em programas de melha@mmenético deA. angustifolia pois
demonstraram que progénies de polinizacdo dirigidarogénies de polinizacdo livre de
araucarias monoicas podem ser utilizadas em testgwrogénies. Estas progénies podem
contribuir para aumentar os ganhos genéticos eacteaisticas de interesse, 0os quais tem
sido baixos em caracteristicas de crescimento thagap quando foram realizados com
progénies de polinizacéo livre de plantas didicasno foi verificado em alguns trabalhos
descritos na literatura. Estas progénies tambérarpar utilizadas para fins de conservacao
genéticaex situem reflorestamentos ambientais e bancos de gersmgla

No capitulo IV foi verificado o grau de parentesam progénies de polinizacédo
dirigida e em progénies de polinizagdo livre deiaésias mondicas, utilizando os marcadores
microssateélites citados acima. Os resultados iralicajue o grau de parentesco em todas as
progénies de polinizacéo dirigida é de irméaos cetopl (coeficiente de coancestria de 0,25),
0 que confirma as hibridacdes realizadasfenangustifolia A confirmacdo dos hibridos é
muito importante para o melhoramento genético gaas, pois comprova a efetividade da
metodologia de isolamento dos ginostrobilos pardaewa contaminacdo de polen nédo
desejado durante o processo de polinizacdo dirigfdaa isso, 0s ginostrébilos foram
cobertos com saco plastico do periodo anterioraaahertura (no més de agosto) até ter
passado o periodo de polinizacdo (no més de nowg¢mbr

Outro resultado encontrado foi de que as progé&tegolinizacéo livre das araucarias
monoicas estudadas apresentaram modo de reprogcadgenogamia, pois houve alta
propor¢cdo de irm&os de cruzamentos (94-95%) e baws@porcdo de irmaos de
autofecundacado (5-6%). Por outro lado, foi obtidsauyprogénie da planta mondica PF_3,
originada da polinizacdo com polen da propria plas¢ndo confirmado o grau de parentesco
esperado de irmdos de autofecundacéo (coeficientoancestria de 0,5). Isto confirma a

viabilidade de geracdo de sementes férteis atrd@émutofecundacdo de plantas mondicas,
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mas 0 que se observou em polinizacdo livre € querea@lta taxa de cruzamentos na
formacdo de sementes destas araucarias. Isto pdelesido a baixa quantidade de
androstrobilos e, consequentemente, baixa quasetidadpolen produzido nas araucarias
monoicas, em relacao as didicas. Ou ainda podeoseselecao natural em favor de embrides
de cruzamentos, em detrimento dos embrides deeguttdacdo, na selegcdo embrionéria que
ocorre nos estagios iniciais de desenvolvimenteaaente, na qual até quatro embrides séo
formados, mas apenas um sobrevive até a maturacderdente. Dessa forma, pelo baixo
indice de autofecundacao observado, as progéniesluezacédo livre de plantas mondicas
apresentam baixa taxa de endogamia e podem semaddié no melhoramento genético.
Salienta-se que ainda ndo havia informacgoes matlite sobre o sistema de reproducéo de
plantas mondicas d&. angustifoliae que os resultados demonstrados na presentedesmt
importante contribuicdo no entendimento da formpalaizacédo das araucarias mondicas e
seu potencial para o melhoramento genético.

Os resultados desta tese também demonstraram quawgsirias localizadas na area
urbana geraram progénies de polinizacéo livre clbandaversidade genética, o que as torna
importantes para a conservacao genética da espgmdem ser alvo de coleta de sementes
para testes no melhoramento genético. Os marcadoiesssatélites utilizados para
confirmar as poliniza¢des dirigidas realizadasAerangustifoliaforam eficientes, permitindo
distinguir de forma eficaz os hibridos. Denota tdmbgue a metodologia de polinizacdes
dirigidas, desenvolvida anteriormente em outra tésedoutorado do Programa de POs
Graduacao em Producao Vegetal da UFPR, foi umanfiemta eficiente e pode ser utilizada
em programas de melhoramento genético da araucaria.

A obtencdo da progénie de autopolinizacdo dirigidaplanta mondica PF_3 foi
realizada para testar se haveria producao de sesneidiveis. Porém, ndo se recomenda sua
utilizacdo no melhoramento genético, em funcdo ddogamia gerada, a qual pode
inviabilizar a sobrevivéncia de individuos. No emta das sementes obtidas desta
autopolinizagdo dirigida foi possivel a geracdo mheidas, as quais apresentaram
desenvolvimento inicial normal. Deve-se seguir asravaliagcdes destas mudas no campo,
para verificar a taxa de sobrevivéncia e crescimel@#s mesmas em relacdo as demais
progénies obtidas, pois pode haver depresséo emétzyaos individuos desta progénie.

Todas as progénies obtidas e avaliadas nesta ¢oeam fplantadas na Fazenda
Experimental da UFPR, sob supervisdo do professoF[Avio Zanette, e serdo avaliadas
periodicamente quanto ao comportamento de crestoneem altura e diametro, e futuramente

quanto a producdo de pinhdes. Este teste de pesgé&mira efetuado para verificar o
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desempenho dos individuos para caracteristicastelesse até a idade adulta. Os individuos
gue se mostrarem superiores serao selecionadapagados por enxertia para utilizagdo em
plantios comerciais.

Um programa de melhoramento genético de espéciaesthis compreende
fundamentalmente as seguintes etapas: formacéoopalagdo base do melhoramento;
selecdo de arvores superiores para formar uma popalagdo, com base em testes de
progénie e procedéncia; formacdo de novos testeprafgEnies (avanco de geracdes) e
instalacdo de pomares clonais para producao densesrmaelhoradas. Abaixo é descrita uma
proposta de melhoramento genético parangustifolia baseada nos resultados desta tese e
em programas de melhoramento genético realizado8rasil para espécies florestais,
descritos na literatura.

Primeiramente deve-se formar a populacdo basegaragrama de melhoramento,
através da selecdo massal (fenotipica). Paradsese, ser efetuada a coleta de sementes de
polinizagdo livre de araucérias em ambientes ftargesnaturais ou florestas plantadas e
também de araucarias isoladas na paisagem ou ammmeqgrupos de arvores. A coleta de
sementes deve ser realizada de pelo menos 10 suderigom desenvolvimento ou producdo
de pinhées em cada povoamento escolhido, os qeasisnd representar toda a area de
distribuicdo natural da araucéaria nas regides Shiideste do Brasil. O nuUmero de arvores
selecionadas deve ser expressivo (superior a 10@) propiciar ampla base genética. Duas
arvores coletadas na mesma localidade devem astantds mais de cem metros entre si,
para evitar o parentesco. A populacdo base do maehemto pode ser instalada em 3 a 5
instituicoes de pesquisa.

Das sementes coletadas devem ser produzidas as reoda&iveiro, as quais serao
utilizadas para os testes de progénies e proced(garacaoff, com plantio de milhares de
mudas no campo e instalados em 5 a 10 locais sepuendo diferentes regides ecoldgicas da
ocorréncia da araucaria). Nestes testes sera @wadigpotencial da populacdo base para o
melhoramento, com a obtencdo de parametros gesétcmno variabilidade genética,
herdabilidade de caracteristicas e interacdo gmiéatnbiente, os quais interferem nas
estratégias de selecdo. Também sera efetuadacas@ldividual entre e dentro de progénies,
com a escolha de arvores superiores em algumatedstica de interesse. As arvores nao
selecionadas devem ser eliminadas e as arvorgseguanecerem terdo maior espaco para se
desenvolver, gerando uma area de producéo de sssmeathoradas.

Das arvores selecionadas seréo coletadas semanéea formacdo de um novo teste

de progénie (geracda)Fe também as arvores serdo clonadas por enxerdafgrmacao de
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pomares clonais. Para formar estes pomares é iamper& selecdo de arvores masculinas e
femininas, de forma a possibilitar a producdo deesges. Os pomares clonais devem ser
instalados em cada Estado de ocorréncia da arauc®itransformando em bancos de
germoplasma para conservacao genética, mas semamd@m para testes de clones (os que
se destacarem podem ser utilizados em plantios rcais e para producdo de sementes
melhoradas (para dar origem a novos testes derpesgéu para serem utilizadas em plantios
comerciais de araucaria). Nestes pomares clonaikéim devem ser efetuadas polinizacdes
dirigidas entre os diferentes clones para obtegénes para serem testadas. Assim, em cada
geracgdo, as arvores selecionadas poderdo ser ysadagroducdo de sementes melhoradas.
Esta estratégia de melhoramento, intercalandos@agadas e assexuadas, possibilita ganhos
substanciais e continuos, mantém a variabilidadepaaulacdo em selecdo e evita o
estreitamento da base genética. Estes fatoresbpibssi avancar um maior numero de
geracBes de melhoramento através de selecOesemesre utilizar a variabilidade existente
para selecionar um grande numero de caracteristzasteresse. As areas de producdo de
sementes devem ser certificadas (para garantiganorgenética) e originar as sementes a
serem utilizadas para plantios comerciais.

Alternativamente, também poderdo ser clonados poerga aqueles genoétipos
selecionados inicialmente, incluindo gendtipos misos para doacdo de pdlen, de forma a
acelerar a formacdo de pomares clonais para proddgdsementes melhoradas. Também
devem ser realizadas polinizacdes dirigidas enwadtipos masculinos e femininos
selecionados e as sementes obtidas devem dar oaiggrogénies que serdo submetidas a
testes de progénies. Neste sentido, 0 numero gémes de diferentes polinizagdes dirigidas
testadas pode ser de 50 a 100, das quais os inoévgErao alvo de selecdo, assim como nas
progénies de polinizacdo livre. Podem ser utilisadambém polinizacdes dirigidas
interespecificas ent®. angustifoliae A. araucanapara testes de suas progénies. Acredita-se
que as polinizacbes dirigidas deverdo ter um pareglonderante no melhoramento genético
da araucéria, para ampliar os ganhos genéticosmanteristicas de interesse, uma vez que as
progénies de polinizacao livre tém apresentadoolsaganhos genéticos em caracteristicas de
crescimento, como observado em trabalhos da literat

As caracteristicas fenotipicas seleciondveis emastods etapas podem ser:
sobrevivéncia, altura, diametro, volume de madejumlidade da madeira, quantidade de
pinhd&es produzida, nimero de pinhas produzidadeida primeiro florescimento, época de
maturacao dos pinhdes, resisténcia as doencagasprasisténcia a fatores abidticos (geada

e déficit hidrico), adaptabilidade ao local de panetc. As caracteristicas de crescimento
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podem ser avaliadas desde os primeiros anos, mearaderisticas de producdo de pinhao
podem ser avaliadas apenas apés o primeiro flonestd (que ocorre apés o 10° a 15° ano
do plantio da araucaria). Se for testada a resist&los genotipos as doencgas, € necessario
efetuar estes testes atraves da inoculacao dogret@yn condi¢cdes controladas.

Para a obtencdo de pomares clonais para producaserdentes melhoradas da
araucéria, a técnica de propagacao vegetativa rpa@rtea sera de primordial importancia.
Atualmente, ainda ha algumas dificuldades pardzatila técnica de enxertia em araucaria,
devido as suas caracteristicas de tropismo. A Es@gresenta ramos plagiotropicos (de
crescimento lateral) e ortotrépicos (de crescimerddical). Pelos testes ja realizados no
Setor de Ciéncias Agrarias da UFPR e por outrosalinas disponiveis na literatura,
observou-se que quando é enxertado um ramo plagiodr(de mais facil acesso na planta), o
crescimento da muda enxertada permanecera plagairé ndo sera formada uma planta
normal de araucaria. Além disso, 0s ramos plagiaos enxertados apresentam tempo de
vida limitado, com senescéncia apds o terceiro uartg ano de crescimento. JA 0s ramos
ortotropicos enxertados apresentam um crescimeantoat verticalizado e, por isso, devem
ser utilizados nas enxertias. Porém, a obtencé@ames ortotropicos de plantas adultas é
dificultada, pois deve ser obtida de brotacbesoagd do tronco, as quais apenas algumas
plantas apresentam, ou do ponteiro da planta adutiaal é de dificil acesso. Além disso, o
crescimento ativo do meristema apical (do ponteirlinnitado até os 70 anos da araucaria, ou
seja, araucarias de idade superior a esta, naseapaen meristema disponivel para coleta de
ramos ortotropicos. A obtencdo de ramos ortotr@jmade ser induzida através da poda do
ponteiro, sendo que as brotacdes originadas podentiszadas para enxertia apés 12 meses
da poda, como verificado na literatura. Mais testegsem ser desenvolvidos para tentar
superar este problema e facilitar a obtencdo dedgraumero de mudas de araucéria pela
técnica de enxertia.

Para auxiliar no programa de melhoramento, tambéverd ser alvo de pesquisas a
conservacao de sementes, a coleta e conservagidetde a herdabilidade das caracteristicas
de interesse, a producdo de muntasitro e o desenvolvimento de marcadores moleculares
para serem utilizados em selecdo assistida detedsticas de importancia. Também as
técnicas silviculturais devem ser mais bem estugjamheluindo fatores como adubacéo,
desrama, espacamento de plantio, desbaste, etm Aigso, devem ser desenvolvidos
programas de incentivos fiscais para quem plantaaacaria, com doacao de mudas de boa
qualidade genética e assisténcia técnica gratlém de criacdo de legislagcdo ambiental que

dé seguranca juridica para os agricultores efatugtantios comerciais da araucéria, por ser
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uma espécie nativa. O interesse das industrias atkeim na araucaria também deve ser
fomentado, uma vez que o interesse no uso da raasksid o propulsor no desenvolvimento
do melhoramento genético da espécie.

Deve-se salientar que os ciclos de melhoramen#bgaraucaria sao longos, uma vez
que a producao de sementes pode demorar de 1@mo$5lo plantio de mudas oriundas de
sementes, embora nas araucarias clonadas poriaress periodo pode ser menor (6 a 10
anos). Outro fator que pode dificultar é a granmeg@ @aecessaria para plantios da espécie, uma
vez que o espacamento a ser utilizado é grand€ (Hhxu 8 x 8 m).

Embora deva haver uma instituicdo atuante e queulgigme o programa de
melhoramento genético da araucaria proposto acdmam atuar em conjunto varios 6rgaos
de pesquisa governamentais e empresas privadatatdisrestal. Também devem atuar em
conjunto melhoristas, fitotecnistas e fitopatoltags de forma a efetuar a selecdo de
genotipos superiores através de ferramentas adasjuatina proposta semelhante para
desenvolver o melhoramento genéticoAdeangustifoliafoi debatida e descrita nos anais do
“Encontro da IUFRO sobre problemas florestais doegé& Araucaria”, realizado de 21 a 28
de outubro de 1979, em Curitiba-PR. Embora sejaworerados na literatura alguns
resultados de testes de progénied dangustifolia a proposta de melhoramento genético nédo
foi desenvolvida integralmente e poucos foram @nees, mesmo apds mais de 30 anos da
realizacdo do encontro citado acima. Certament® estmprova que o0s esfor¢cos para
desenvolver este programa de melhoramento de aiaueiverdao ser grandes e com amplos
investimentos, pois certamente grandes dificulddegsrédo ser superadas.

Os resultados da presente tese geraram informaggestantes para fomentar o
melhoramento genético da angustifolia conforme discutido acima. Porém, mais estudos
devem ser feitos de forma a desenvolver maior noinder polinizacfes dirigidas ewm.
angustifolig e continuar a avaliacdo das progénies em camg@ee-Be dar prioridade para a
formacgao de bancos de germoplasma clonais e ds @stprogénies de polinizagdes dirigidas
e de polinizagdo livre, instalados em universidag@esitras instituicdes publicas e privadas.
Com isso, espera-se desenvolver o melhoramentdigeneelecionar individuos superiores e
aumentar os plantios de araucéaria. Como resultadioeto espera-se gerar a conservacao
genética daA. angustifolia uma espécie florestal brasileira de alto potérexanémico e

importancia ambiental para a Floresta com Araucéria



