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RESUMO

Araucaria angustifoligBert.) O. Ktze é uma gimnosperma endémica do
Brasil de ampla ocorréncia nas paisagens da R&giEe de ocorréncia limitada
na Regido Sudeste. Popularmente conhecida comeiminbrasileiro, possui
uma arquitetura peculiar, beleza e tamanho doscsdfizendo das matas com
Araucaria um ecossistema unico. A parte Sul de $/(Barais é parte do limite
Norte de distribuicdo da espécie e informacdestgpaséde suas populacbes séo
importantes para a sua conservacdo, pois essas Pogiem conter genes
adaptativos restritos a estes locais e que devencosservados em face da
elevada destruicdo e fragmentacdo destas areaspékie é considerada como
ameacada de extincdo na Lista Oficial do IBAMA (Miério do Meio
Ambiente, 2008) e, em Minas Gerais foi classificadiano vulneravel a extincdo
(COPAM 085/97). Este estudo teve o objetivo de tificar os niveis de
diversidade e a estrutura genética em populac@eanescentes déraucaria
angustifolialocalizadas na Serra da Mantiqueira, Sul do esaddinas Gerais
utilizando marcadores microssatélites (SSR). Qglestda diversidade genética
e estrutura genética foram realizados em 450 iddod distribuidos em nove
populacbes dé\. angustifolia Oito primers SSR foram utilizados gerando um
total de 65 alelos. Os dados genéticos apontanagjdesas remanescentes ainda
rettm uma alta diversidade genética H0,77). A AMOVA indicou que a
maioria da diversidade genética (90%) ocorre degampopulacdes. Nao houve
correlacdo significativa entre distancia genéticgeegrafica (r= 0,08939 p =
0,6749). Nao foi detectada endoganfi<{ 0,09). A analise Bayesiana indicou
que a diversidade genética foi distribuida em daigpos genéticos (k = 2). Foi
identificado gargalo genético em oito das populag@mostradas. Barreiras de
fluxo génico foram detectadas, provavelmente, tastd do relevo acidentado
da regido. Observou-se estruturacdo genética entroquias populacdes
amostradas. A alta diversidade genética retidgpopslacdes indica que ainda
existe variabilidade genética Aa angustifolianas areas amostradas, entretanto,
essa variabilidade sera mantida se houver planti@®nducao da regeneracéo.

Palavras-chave: SSR. Pinheiro do Parana. Cagsvgenética. Serra da
Mantiqueira. Marcadores Moleculares.



ABSTRACT

Araucaria angustifoligBert.) O. Ktze is an endemic gymnosperm from
Brazil, which is widespread in Southern landscamas] restricted in the
Southeast. It is popularly known as Brazilian piwéh a peculiar architecture,
beauty and size of adult trees; making forests witfaucaria a unique
ecosystem. The Southern Minas Gerais is part ofnthrth boundary of the
distribution of this tree species in Brazil, andhgéc information related to its
population is important for conservation, becauses¢ areas may contain
adaptive genes restricted to these locations; whihuld be preserved due to
high destruction and fragmentation of these ectssygs This tree specie is
considered endangered on the Oficial List of IBANMinistry of Environment,
2008), and it has been classified as vulnerablextoction in Minas Gerais
(COPAM 085/97). In this study, we aimed to quantiéyels of diversity and
genetic structure of remaining populationArfaucaria angustifolialocated in
the Serra da Mantiqueira, Southern Minas Geraisgusicrosatellite markers
(SSR). Studies about genetic diversity and strectuere performed on 450
individuals distributed in 9 different population$ A. angustifolia Eight SSR
primers were used to generate 65 alleles. The igedata point out that the
remaining areas retain a high genetic diversitfasdHe = 0.77). The analysis
of molecular variance indicated that the majorifygenetic diversity, about
90%, occurs within populations. There was no sigaift correlation between
genetic and geographic distances (r = 0.08939 $57#40). The inbreeding was
not detected (f = - 0.09). The Bayesian analysiiicated that the genetic
diversity was distributed in two genetic groups=R). The genetic bottleneck
was identified in eight of sampled populations. &eftow barriers were
detected, probably due to presence of mountains. gémetic structuring was
found in four of sampled populations. The high giendiversity retained in
populations indicates that still existing genetariability of A. angustifoliain
sampled areas, therefore, this variability willrbaintained if there is planting or
regeneration management.

Key-words: SSR. Parana Pine. Conservation genédlesmtiqueira Mountain
Range. Molecular Markers.
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1 INTRODUCAO

Araucaria angustifolia(Bertol.) Kuntze € uma gimnosperma endémica
da América do Sul, no Brasil é conhecida como pinherasileiro e sua
arquitetura peculiar, beleza e tamanho dos adféimsm das matas cow.
angustifolia um ecossistema Unico (DILLENBURG et al., 2009).e8pécie
ocorre em pequenas populagfes no extremo nordegtegdntina, na provincia
de Missiones (COZzZO0O, 1980), no leste do Paraguairhd Unica populacdo
natural na Reserva Nacional del Pinalito, locakizad Sul do Departamento del
Alto Parana, a Sudoeste de Foz do Iguacu (REITZIKIL. 1966). No Brasil, a
espécie possui ampla ocorréncia nas paisagens gidoR8ul e limitada na
Regido Sudeste sendo presente em regifes com &lakiidde e que possuem
esta¢Bes do ano bem definidas.

A espécie dominou a paisagem no Sul do Brasil pelwgente desde a
Ultima glaciacédo até o final do século passado (CARHO, 1994), quando a
intensa exploracdo predatdria, levou-a proxima tngdo. Por isso, desde a
década de 1970 a espécie encontra-se na listalofiasi FAO das espécies
arbéreas sul-americanas em risco de extincdo (FAGED AGRICULTURE
ORGANIZATION OF THE UNITED NATION, 1996). Na listpublicada no
Diario Oficial de 24 de setembro de 2008, a esp&alassificada como espécie
da flora brasileira ameagada de extingdo, em Measis de acordo com a
deliberacdo COPAM 085/97, encontra-se classificadano vulneravel a
extingcdo e na lista da flora do estado do Rio Graghal Sul como vulneravel
(ASSEMBLEIA LEGISLATIVA-RS). Na lista da IUCN, estédassificada como
criticamente ameacada (THE IUCN..., 2014).

Sua intensa exploracdo, baseada unicamente no ti@ginm,
praticamente dizimou a espécie, estima-se que alérma original de 200 mil
Km? restam aproximadamente 6 mil Kift 2,5%) (KOCH; CORREA, 2002).
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As areas remanescentes Ale angustifoliaconstituem reflgios e, devido as
alteracdes climaticas previstas, a espécie podestar confinada a areas
progressivamente menores (BACKES, 2009). Portamiedidas para a
conservacdo genética da espécie devem ser pi@sjtaantes que sua
variabilidade genética remanescente esteja compidané&e é que isto ja ndo
ocorreu.

Na Regido Sudeste, a espécie ocorre de modo espar&erra da
Mantigueira em Minas Gerais e em fragmentos disgemms estados de Séao
Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Essas ameastituem populagbes
reliquias e a sua conservacdo é de grande imp@trais elas podem conter
genes que conferem adaptabilidade para ambienpeciBsos, como os de
maiores altitudes (>2.000 m) e menores latitudes. ¢rra da Mantiqueira,
observa-se que as populagbes remanescentes enegetrésoladas e em
ambientes fragmentados.

A espécie foi objeto de estudos genéticos em va@stados, como Sao
Paulo (MANTOVANI et al., 2006; PATREZE; TSAI, 2018EBBENN et al.,
2003, 2004; SOUSA; HATTERMER, 2003; SOUSA; HATTEMER
ROBINSON, 2002), Rio de Janeiro (SOUSA et al., 208EFENON et al.,
2003, 2004, 2007, 2008; STEFENON; GAILING; FINKEL®E 2008a),
Parana (BITTENCOURT; SEBBENN, 2007, 2008, 2009; 8HU; JAEGER,;
SPOCHAKI, 2000) e Santa Catarina (AULER et al., Z00ERREIRA, 2012;
MEDRI et al., 2003; SANT'ANNA et al., 2013; SCHLOGLSOUZA;
NODARI, 2007; SCHMIDT et al., 2007; STEFENON et, &003, 2004, 2007,
MEDINA-MACEDO et al., 2015). Embora, a espécie isido analisada com
objetivo de conservacdo genética em vérias areasiaecorréncia, somente
uma populacdo em Minas Gerais foi estudada pasafiestidade (HAMPP et
al., 2000).
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A distribui¢cdo norte limitrofe da espécie é no @éstde Minas Gerais e
conhecer os niveis de diversidade e a estruturétigandessas populacbes é
importante para a formulacdo de medidas de cor@rvda espécie. Os limites
de ocorréncia de uma espécie podem conter genessugue devem ser
estudados visando a manipulacdo das populacbes myramas de
melhoramento florestal para que beneficios ecor@smimadeira e pinhdes) e
ecologicos nao sejam perdidos.

Diante disso, para se conhecer parte da diversidadtrutura genética
da espécié\. angustifoliano estado de Minas Gerais, foram selecionadas nove
localidades com ocorréncia natural da espéciegiaaela Serra da Mantiqueira
para a realizacdo deste estudo. Espera-se queapdpslremanescentes de
Araucaria angustifolia localizadas na Serra da Mantiqueira possuam alta

diversidade genética.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Quantificar os niveis de diversidade e a estrutgemética em

populagBes remanescentes Almucaria angustifolialocalizadas na Serra da

Mantiqueira, sul do estado de Minas Gerais.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

)

h)

detectar a presenca de alelos nulos em nove pdgsla@turais de
Araucaria angustifolig

guantificar os indices de diversidade genética ae mpopulacdes
naturais dé\raucaria angustifolia;

verificar a distribuicdo da diversidade genéticatreennove
populacdes naturais deaucaria angustifolia;

estimar os indices de endogamia;

verificar a existéncia de correlacdo entre dis#nageogréaficas e
genética em populacdes Aeangustifolia;

mensurar a divergéncia e similaridade genética eipulacdes de
A. angustifolia;

analisar a estrutura genética populacional com basenodelo de
agrupamento Bayesiano;

detectar a descontinuidade genética entre as pdmdadeA.
angustifolig

estudar a distribuicdo genética espacial dos iddos de A.
angustifolig
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j) testar se as populacdes se encontram em equitbrimutacdo e
deriva 0 que pode indicar gargalo genético.
3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Araucaria angustifolia Bert. (O.) Kuntze

A espécieAraucaria angustifoliajuntamente com algumas espécies de
Podocarpus compde o restrito nimero de gimnospermas natiasBrasil
(RIZZINI,1997). Seu nome genérico deriva de Arautna regido do Chile, seu
nome especifico é uma palavra latina significandimlha estreita”
(CARVALHO, 2003). Pertencente a ordem Conifera@sst Coniferopsida,
familia Araucariaceae, a espédieaucaria angustifoliase ramifica em oito
variedades: elegans, sancti josephi, caiova, isdehs, nigra, striata, semi-alba
e alba (CARVALHO, 1994).

3.2 Descricdo da espécie

A familia Araucariaceae fazia parte da flora tareeslesde o periodo
Tridssico, se expandiu e se diversificou durantdurssico e no Cretaceo
inferior (142 a 100 milhdes de anos atras) e, mvarse como componente
significativo na vegetacdo da Gondwana até a Uliarte do Cenozoico. Desde
entdo, varios géneros desta familia foram se aiitidg. O género Araucaria é
representado por cerca de 20 espécies, de ocam@stiita ao hemisfério sul, a
maioria com ocorréncia na Oceania (HAINES; PRAKASHKLES, 1984;
KERSHAW; WAGSTAFF, 2001).

A espécieAraucaria angustifoliaé uma conifera, predominantemente

dioica, podendo ser encontrados raros individuasomos (Figura 1).
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Figura 1 Individuo déraucaria angustifolianonoico

Fonte: DANNER et al. (2013).

Ha predominancia de individuos masculinos tanto éreas de
ocorréncia natural, como em plantios (BANDEL; GURGHE967). A espécie é
perenifélia e sua polinizagdo é anemocoérica e ecmtre os meses de setembro
a outubro (MATTQOS, 2011). O periodo longo da lilgéia do pélen pode ser
uma adaptacdo para aumentar o sucesso da polimizzmd o vento promove
uma dispersao difusa do pdlen com altas taxas a gIEIRA; 0B, 2009).

A altura das arvores pode variar de 10 a 35 m e [@#&Metro a altura do peito)
de 50 a 120 cm (adultas). Seu tronco é retilinedirdrico (Figura 2 A) e se
ramifica em pseudo-verticilios; as aciculas saqks) alternas, espiraladas e
coriaceas (Figura 2 B). Possui casca grossa nesistispera e rugosa (Figura 2
C).
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Figura 2 Araucaria angustifolia— Individuo adulto (A), aciculas (B) e casca

(©)

Os estrdbilos masculinos, androstrébilos (populateneonhecidos por
mingotes), séo cilindricos, medem de 10 a 22 crodgrimento e de 2 a 5 cm
de diametro, formados por escamas férteis. Quamdduiros tém cor verde
(Figura 3 A), quando maduros apresentam cor ad@sdan(Figura 3 B). A
época da maturacdo dos estrébilos masculinos oeotre 28 de setembro a 15
de outubro (MATTOS, 2011). Porém, este periodo peee alterado por
diferencas em latitude, temperatura, podendo areedumais cedo ou terem

este periodo mais prolongado.

.

Figura 3 Estrébilos masculi

'r .- AR P e - x

nos imaturos (A), edtodbmasculinos maduros
(B) deAraucaria angustifolia
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Os estrébilos femininos, ginostrébilos (conhecigopularmente como
pinhas), apresentam forma arredondada (CARVALHMA419No inicio da
formacédo é dificil de serem visualizados, poisrficprotegidos pelas folhas
terminais dos ramos. Quando maduros, apresentaméia de 48,57 cm de
didmetro com maximo de 61 cm (VERNALHA et al., 1p{Rigura 4). O ciclo
reprodutivo daAraucaria angustifoliacompreende um periodo que vai da
formacgéo do carpelo primordial & maturacéo da pidhaando cerca de quatro
anos (BITTENCOURT et al., 2005).

Figura 4 Estrobilos femininos dgaucaria angustifolia

O ginostrébilo ou pinha é constituido pelos se@sinelementos
(MATTOS, 2011):

a) Falhas ou bracteas escamiformes estéreis (Figutarb)a forma de
uma cunha, cuja base esta presa ao eixo da pinhae#& conjunto,
“calcam” os pinhdes ainda na pinha. O nimero médidfalhas”
por pinha é de 820.
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‘ A (/)
Figura5 Bracteas escamiformes estéreidrdecaria angustifolia- “falhas”

b) Pinhdo chocho: sdo pinhdes atrofiados, ndo possuretosperma
por nao ter ocorrido a fecundacao do évulo.

c) Eixo central ou “sabugo”: é constituido de tecidido-carnoso e
sua superficie contém uma substancia glutinosa 66&6 de
umidade, pequena quantidade de resina e matémiasi (Figura 6).
Tem forma oval-oblonga e a superficie é faveoladms cicatrizes,
onde se inserem os pinhdes ou “falhas”, dispbeswsespiral.

A

Figura 6 Eixo central ou “sabugo” deaucaria angustifolia
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d) Pinhado: chamado didsporo ou pinhdo (Figura 7 AAndRe-se ao eixo
central da pinha pela base, enquanto que 0 conjdato suas
extremidades e as falhas formam a superficie deifigura 7 B).

Figura 7 Pinh&o ou diasporo (A), pinhdo inseride&o central da pinha (B)
deAraucaria angustifolia

A classificagdo daA. angustifolia quanto a categoria sucessional é
variavel, sendo que Backes (1988), Klein (1960) eitzRe Klein (1966) a
classificam como pioneira e estritamente heli6fitmaguire (1979) como
secundaria longeva, mas com caracteristicas deciespgioneiras, e Rambo
(1960) como climax. Dillenburg (2009) cita que apdiridade na classificacao
pode ser entendida & medida que se compreendeadaesspécie se comporta
de uma forma diferente em relacdo ao processo cessdo, podendo variar
muito dependendo do ambiente ao qual ela estddaser

A. angustifoliaé considerada uma boa indicadora climatica e permi
reconstrucdo detalhada da histéria climatica em &rea de ocorréncia
(BEHLING, 1995a, 1995b). Dados paleoecolégicos agdes com florestas

com Araucaria sdo uma importante contribuicdo parantendimento dos
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ecossistemas, sua estabilidade e respostas a madaiméaticas (BEHLING,
1997).

3.2.1 Ocorréncia da espécie

A distribuicdo geografica dé\. angustifolia ocorre no quadrilatero
formado pelos paralelos 19°15’ e 31°30’S e pelosdiamos 41°30’ e 54°30'W
e a isoterma 18 °C. No interior desse quadrilaterrea ocupada originalmente
pela espécieera de 200.000 k?n(AUBREVILLE, 1954; BACKES, 2009;
DUTRA; STRANZ, 2003; LINDMANN, 1906; TEIXEIRA; COUR-NETO,
1986; VALVERDE, 1957). Os limites de ocorrénciaestabeleciam pela Serra
Geral e Serra do Mar a Leste, e pelo rio ParanésteOE stimativas indicam que
a espécie cobria principalmente os estados do #4896 de sua superficie),
Santa Catarina (31%) e Rio Grande do Sul (25%)neocmanchas esparsas no
sul de S&o Paulo (3%), internando-se até o SulidasMGerais (1%) e em &reas
de altitudes elevadas do Rio de Janeiro e Es@@dtio (GUERRA et al., 2002;
KOCH; CORREA, 2002). Nas areas de ocorréncia, titades variam de 1500
m na Serra da Mantiqueira (22°S) até 200 m no extresul (31°30" S)
(BACKES, 2009).

3.2.2 Utilizagéo

O pinhao é consumido como alimento desde o peRadieplitico, € rico
em gorduras, mas pode ajudar na perda de pesomar © acido pinoleico que
age desencadeando a liberagcdo de dois horméniagssopes de fome,
colecistoquinina e glucagon. Contribui também pasistema cardiovascular,
pois é fonte de gorduras monoinsaturadas, asseciadaiveis baixos de
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colesterol e menor risco de ataques cardiacosaB#m®m ricos em vitaminas E,
K, cobre, ferro e manganés que ajudam na manutemfosistema
cardiovascular. Os antioxidantes e o cobre presemte pinhdo retardam o
processo de envelhecimento, ajudando a removeadisars livres. Os pinhdes
contém luteina, antioxidante importante na prevengd doencas oculares,
como a degeneracdo macular e catarata e possudméntanitamina A sob
forma de betacaroteno. O pinhdo também contém ipastee magnésio que
contribuem para melhorar os sintomas de fadigaadtemuscular e colicas.
Além de todos os beneficios para a salde, o pi@héwa fonte de renda
extra aos produtores rurais. Segundo dados dautesBrasileiro de Geografia e
Estatistica (2014), em Minas Gerais, foi observammia safra maior no ano de
2001 (655 toneladas), seguida de uma queda comsatito ano de 2006, no
gual foi obtida a menor producéo (195 ton.) naeshistérica analisada, com
recuperacdo leve da producgdo até 2009 (304 tormadMGerais caracteriza-se
por ter a menor producdo de pinhdo dentre os estaolutores, devido a sua
reduzida area de Floresta Ombrofila Mista. E pe$sierificar que o preco
médio do pinhdo foi aumentando de 2001 a 2009 & nacional e também
nos estados de forma geral. Minas Gerais foi odestpie mais apresentou
variacBes em seus precos no periodo analisado.OBg) 8 estado apresentou o
menor preco por quilo de todos os anos e entrestodoestados, chegando a
custar R$ 0,51 /Kg. J& em 2008, o prego médio ¢ramimem Minas Gerais foi
um dos maiores do pais, R$ 1,42/Kg. Um dos proldeerdrentados € em
relacdo as margens de lucro, pois a parte maisessipa fica com o
intermediario. Estes pagam ao produtor em médicD8B/Kg e vendem ao
varejista por R$ 1,60/Kg (INSTITUTO BRASILEIRO DEE®GRAFIA E
ESTATISTICA, 2014). O baixo preco do produto pagw @rodutor rural

estimula que esse colete 0 maximo possivel de emhd
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A producdo da semente ocorre durante os mesesfnnaislo ano, por
isso os pinh8es se tornam um importante recursa @dauna, que pode ser
classificada como predadora e dispersora. Entneregadores, destacam-se o
Spermologus rufugébicudo) que permanece dentro da semente se adintnt
do endosperma e embrido (BARRETO; ANJOS, 2002) @ydia araucaria
(Broca-do-pinhdo) que coloca seus ovos nhas pintes lagartas perfuram os
pinhdes que se tornam inviveis para germinac&msueno. Entre as aves, 0s
principais predadores s@mazona pretre{papagaio chardo) e @yanocorax
caeruleus(gralha azul), na regido Sudesté;ymnocorax cristatelluggralha do
campo), porém 0s mesmos agem como dispersoresofetarcas sementes
diretamente das pinhas, auxiliando a dispersaccbaca e ao voarem perdem
as sementes contribuindo para a dispersdo paras #lietantes. Entre 0s
mamiferos que atuam na predacdo estdo 0s macaemksy quatis, capivaras,
javalis, ouri¢os, pacas, esquilos e outros pequereaores que Sao responsaveis
por alta taxa de predacéo. O esquilo e a cotiaratweno dispersores enterrando
as sementes e as transportando para locais ds{@2® m) (BORDINGNON;
MONTEIRO-FILHO, 2000). O consumo do pinhdo tem ¢élma com a reserva
nutritiva necessaria para o ciclo reprodutivo dgsteies. A predacéo influencia
os padrfes de germinacao e recrutamento de nadiegimos da espécie.

A espécie também sustenta relagdes ecoldgicasrierdais permitindo
gue espécies tolerantes a sombra possam creseedesenvolver (AULER et
al., 2002), tais como diversas as espécies detampffiasculares exclusivas,
(WILBERGER et al., 2009), fungos e liquens.

A madeira é leve e sem falhas e reline uma variedadaplicacdes
como na construcdo de casas, forros, soalhos s. Wgatas areas de pinheirais
foram cultivadas exclusivamente para a confeccamas e palitos de fésforo.

A madeira foi utilizada em mastros de embarcac@@aoctambém para a
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fabricacdo de papel (ASSOCIACAO DE PRESERVACAO DOEIW
AMBIENTE E DA VIDA, 2015).

3.2.3 Exploracéo

Estima-se que da area original daangustifoliaque erade 200 mil
Km?, restam aproximadamente 6 mil KtKOCH; CORREA, 2002).

O momento decisivo para o inicio da devastagéofldesstas de A.
angustifolia no Sul do Brasil foi o final de séculdX, com o inicio da
construcdo da ferrovia S8o Paulo - Rio Grande @seltou na Guerra do
Contestado. Em 1900, o governo brasileiro contratbalding Brazil Railway
Company para construir a estrada de ferro. A era@Besithern Brazil Lumber
and Colonization integrava holding e foi responsavel por instalar serrarias a
partir de 1911 entre os estados do Parana e Sat#er@, na regido dos campos
gerais no Parana e na divisa com o estado de $Am. Ra intuito de suprir a
capacidade produtiva das serrarias, a Lumber canfprendas, as quais eram
cobertas de florestas de angustifolia. Essas fazendas eram habitadas por
posseiros e pequenos agricultores que viviam ha aaaregido explorando a
llex paraguariensis(erva mate). A construcdo da ferrovia favoreceu um
processo de especulacdo de terras e disputac@®iéntre coronéis e posseiros
pobres pelo acesso a terra, o que resultou a GideiCantestado que ocorreu de
1912 a 1916.

Foi dada a cesséao gratuita das terras lateraisavife com extensao de
18 km, nove de cada lado, até o limite maximo d&ri®m cada direcdo. Nesse
contexto, a empresa Brazil Railway Company iniciodesenvolvimento dos
servicos de colonizacdo das terras ao longo dadestte ferro, e a exploracéo
dos grandes pinhais existentes na regido que afia@m a zona contestada por
Santa Catarina e Parana (THOME, 1983).
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Além daA. angustifoliag também se explorava comercialmente a imbuia,
0 cedro e a canela, em escala menor. Em relatérabd| de 1917, consta que a
producdo total (em toras) da serraria de Trés Bawwa cinco primeiros anos de
funcionamento foi de pouco mais de 107 milh&es @& quibicos (ou 249.000
m3), o que significou a devastacdo de 2.484 algadB.011 ha), rendendo uma
média de 41,4 m? por ha. (BISHOP, 1974).

A maior parte da madeira explorada era®dangustifolia que além de
ser a arvore mais abundante na mata era tambéris aa@izada no mercado.
Em valores monetarios, o lucro liquido das vendasnddeira do ano de 1919
alcancou 1.995 contos de réis.

A partir dai, a construcdo de novas ferroviasgaga@nte migracao, tanto
de europeus, quanto dos descendentes destes damsohais antigas do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina e Parana, promoveragivanco crescente em
direcéo as florestas nativas de araucaria em toplar@lto sul-brasileiro. Ao
mesmo tempo, proliferaram serrarias, principalmeatgartir da | Guerra
Mundial, passando a ser um fator de grandes opdates de negdcio frente a
crescente demanda por madegra outras regifes do pais e no exterior. Todo
esse processo esgotou as florestas de araucéariolperda décadale 1970,
guando a industria madeireira passou a realizatiptade espécies exdticas de
rapido crescimento para garantir a continuidadeatidladade. (CARVALHO,
2006).

N&ao ha registro bibliografico sobre o corteAlaangustifoliana regido
da Serra da Mantiqueira, entretanto os moradoresed@o relatam que a
exploracdo se deu para a venda da madeira paesiaere para a Companhia
Siderargica Nacional (CSN) em Volta Redonda (Rddleoa madeira alimentava
os fornos.

Em 1976, com a Instru¢do Normativa IBAMA DC 020/69ANEXO

A), todo o licenciamento de pinheiros plantadosndo, ficou suspenso nos
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meses de abril, maio e junho devido & queda dasrgem No caso de
licenciamento para corte de pinheiros nativos, pada individuo abatido, 15
mudas da mesma espécie deveriam ser repostas. Bma2Besolucdo Conama
n° 278 de 24 de maio de 2001 (ANEXO B) proibiu ote® a exploracdo de
espécies ameacadas de extincdo da flora da madmtiéd. A espécie é
protegida por lei e outro aspecto que ajuda empsatecdo € o fato de 72
unidades de conservacgdo federais e estaduaisnediaralizadas na area de
distribuicdo da espécie no Brasil, com um total88&.858,23 ha de areas
protegidas (INDRUSIAK; MONTEIRO, 2009). As localidies onde foi coletado
o material vegetal para a realizacdo deste estsido énseridas em duas Areas
de Protecdo Ambiental (APA), uma federal e outriademl. Estas areas sao

importantes para a conservagdaitu da espécie.

3.3 Unidades de Conservacao

Segundo o Ministério do Meio Ambiente (MMA), Unided de
Conservacdo (UC) séo espacos territoriais, inctusels recursos ambientais,
com caracteristicas naturais relevantes, que téfmnedo de assegurar a
representatividade de amostras significativas dogimamente viaveis das
diferentes populac@ebabitatse ecossistemas do territdrio nacional e das aguas
jurisdicionais, preservando o patriménio biolégieristente. As UC de uso
sustentavel asseguram as populagfes tradicionsie sustentavel dos recursos
naturais de forma racional e ainda propiciam asucodades do entorno o
desenvolvimento de atividades econdmicas sustestave

Estas areas estdo sujeitas a normas e regrasaésp8éo legalmente
criadas pelos governos federal, estaduais e maiscigpoés a realizacdo de
estudos técnicos dos espagos propostos e, quarmiEssaAeo, consulta a

populacgéo.
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De acordo com a lei n° 9.985/2000 (Sistema NacideaUnidades de
Conservacdo — SNUC) (BRASIL, 2000), as unidadescdeservacao sao
divididas em dois grupos:

1° - Unidades de Protecéo Integral: o principaktp dessas unidades
€ a protecao, por isso as regras e normas saaestiivas, permitindo apenas
0 uso indireto dos recursos naturais; ou seja,ladue ndo envolve consumo,
coleta ou danos aos recursos naturais. As catsgdeigprotecdo integral séo:
estacdo ecologica, reserva biolégica, parque, mentomnatural e refagio de
vida silvestre.

2° - Unidades de Uso Sustentavel: sdo areas qaenveonciliar a
conservacdo da natureza com 0 uso sustentaveledossos naturais. Nesse
grupo, atividades que envolvem coleta e uso dosirses naturais séo
permitidas, mas desde que praticadas de uma fouraaqperenidade dos
recursos ambientais renovaveis e dos processasgams esteja assegurada. As
categorias de uso sustentavel sdo: area de redeivamitesse ecoldgico, floresta
nacional, reserva de fauna, reserva de desenvoitimsustentavel, reserva
extrativista, area de protecdo ambiental (APA)semea particular do patriménio
natural (RPPN).

As coletas de material biolégico (aciculas e see®miara a realizacéo
deste estudo foram realizadas em nove municipicslitados na Serra da
Mantiqueira sendo oito pertencentes a APA, da StarMantiqueira e dois, a
APA Estadual Ferndo Dias — Unidades de Uso Susenta

3.3.1 Area de Protegdo Ambiental da Serra da Mantiqueira
Em Minas Gerais, a espécie possui ampla distribuigd area de

abrangéncia da Area de Protecdo Ambiental da SearaMantiqueira,

considerada a oitava area insubstituivel do muhéio JAOUT et al., 2013).
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Area de Protecdo Ambiental (APA) é uma area exterwa grau de ocupacio
humana com atributos bioticos, abioticos, estétmosculturais especialmente
importantes a qualidade de vida e ao bem das pgmdahumanas. O objetivo
basico é de proteger a diversidade bioldgica, pliseir 0 processo de ocupacédo
e assegurar a sustentabilidade do uso dos requaiosis. Pesquisa e visitagdo
séo estabelecidas pelo 6rgao gestor.

A Serra da Mantiqueira é uma das maiores e maisriantes cadeias
montanhosas do sudeste brasileiro e abrange partesthdos de S&o Paulo, Rio
de Janeiro e Minas Gerais. Apresenta extrema idupce ecoldgica, integrando
0 bioma Mata Atlantica, com formac¢6es mistas depeenflorestas e enclaves
de matas dé\. angustifolia.Possui uma grande diversidade de ecossistemas,
como consequéncia de sua topografia que apresesitdvdis de mais de 2.000
m, pois suas altitudes variam entre 700 m, a ca@tia tmaixa, e 2.798,39 m em
seu ponto culminante, na Pedra da Mina, divisaedtsdos de Minas Gerais e
Sdo Paulo. Nela sdo encontrados campos de altidiferentes tipos de
florestas, matas de araucaria e pequenas areasawsgefjue abrigam um grande
namero de espécies endémicas, além de varias esg&canimais e vegetais em
extingdo, como a onca parda e outros felinos, o (piara, a lontra, o papagaio
do peito roxo, dentre outros.

A Area de Protecdo Ambiental da Serra da Mantiqueir
APASM foi criada em 1985 pelo Decreto Federal 4©°304
(ANEXO C), abrangendo uma é&rea de 437.627,29 ha,
distribuidos entre os estados de S&o Paulo, Miraaisse
Rio de Janeiro. Sob a denominag¢do de APA da Serra d
Mantiqueira, fica declarada area de protecdo artddjea
regido situada nos municipios de Aiuruoca, Alagoa,
Baependi, Bocaina de Minas, Delfim Moreira, Itardhan
ltamonte, Liberdade, Marmelopolis, Passa Quatrgs®a
Vinte, Pirangugu, Pouso Alto, Santa Rita do Jagatin
Virginia e Wenceslau Bras, no estado de Minas Gerai
Campos do Jordéo, Cruzeiro, Lavrinha, Pindamonhzmga
Piquete, Santo Antbnio do Pinhal e Queluz, no estl
Sao Paulo e Resende no Estado do Rio de JanegordFi
8). Localizada estrategicamente numa das maionesis
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importantes cadeias montanhosas do Leste Sul Aamerie,

ao mesmo tempo, entre importantes eixos de
desenvolvimento do Pais, tem como principais ohgjsti
proteger e preservar parte dessa cadeia, bem cdincaa
endémica e andina, os remanescentes das florestas d
angustifolig a continuidade da cobertura vegetal do espigado
central e das manchas de vegetacdo primitiva eda vi
selvagem, principalmente as espécies ameacadas de
extingdo. Possui alta riqueza de espécies animeggetais
raras e endémicas, e por isso é apontada em consems
area prioritaria para a conservacado da biodivelsidaa
categoria de maior importancia. A ocupagdo humasa n
regido abrangida pela APASM, apesar de sua riqueza
cultural, historicamente pressionou 0s recursosraist As
consequéncias negativas sdo o mau uso do solowpagio
desordenada o que resulta na degradagdo e na fragée

de habitats bem como na contaminacdo dos recursos
hidricos, sendo que nesta regido estao importaag=entes
gue formam as bacias dos rios Grande e Paraibald®@

seu potencial natural, a regido da APASM ¢ proautadto
para a implantagdo de florestas homogéneas pal@&gfio
comercial, como para instalacdo de loteamentoguitaees

e implantagéo de projetos de turismo, entre ouatigglades
privadas, além de sofrer com pressdes antropicdegie
parcelamento de solo e uso inadequado de Areas de
Preservagdo Permanente (APP). Desta forma, vissordar
esfor¢cos no sentido de articular os diferentesésges na
regido, foi criado em 2004 o Conselho ConsultiviA&a& —
CONAPAM, com o principal objetivo de estimular e
coordenar a gestdo participativa dessa unidade de
conservagao que parece ser um importante camimaspa
gestdo. Sdo grandes os desafios para se gerir
ambientalmente um territério tdo extenso e comotant
interesses conflitantes, em especial se tratand®idma
Mata Atlantica. Por isso, torna-se necessaria igaggio de
politicas publicas que contemplem as especificislade
sociais, econdmicas e ambientais da regido, o ggeer
atencdo das diferentes esferas de deciséo e eigmgéio da
comunidade nos processos de planejamento e deogesta
dessa unidade de conservacgéo (Texto fornecidoguglgpe

da APA da Serra da Mantiqueira, modificado).

E importante destacar que a APA Serra da Mantigwdrange em sua
extensdo outras Unidades de conservacéo: Parquendliado Itatiaia, Parque

Estadual de Campos do Jordéo, Parque EstadualrdaddePapagaio, Floresta
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Nacional de Passa Quatro e um grande numero devRsskarticulares do
Patrimdnio Natural, formando um mosaico de Unidatie€onservacao.

Diante de toda a diversidade contida na area, ‘®gnmprescindivel a
pesquisa com a finalidade de conservagéo e prgservainda mais importante
apos a publicacdo do artigo de Le Saout et al. 320dublicado na revista
Science, considerando a APA Serra da Mantiqueodaaa area insubstituivel

do planeta, juntamente com o Parque Nacional daitia

Localizac;éo e abrangéncia da APA Mantiqueira
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Figura 8 Abrangéncia da APA Mantiqueira.

Fonte: PRO-FUNDAGAO MANTIQUEIRA (2014).

3.3.2 Area de Protecdo Ambiental Ferndo Dias

A APA Ferndo Dias foi criada com a finalidade dempensacédo
ambiental da obra de duplicacdo da Rodovia Fernas Bm 1997 (Decreto
Estadual n° 38.925 de 17 de julho de 1997) (ANEXOHXistente ha 15 anos,
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ela abrange oito municipios do Sul de Minas Gdraas de 180 mil hectares)
(Figura 9) e tem como focos principais a consevalg® recursos hidricos das
bacias dos rios Piracicaba/Jaguari, Sapucai; o jmadequado do solo; o
ordenamento do turismo; a protecdo dos remanescdatdata Atlantica e a
promocao de Educacdo Ambiental em todos os muogita APA.

Figura 9 Abrangéncia APA Ferndo Dias

Fonte: AREA DE PROTECAO AMBIENTAL FERNAO DIAS (20]4

3.4 Diversidade e Estrutura Genética

Uma condi¢do fundamental para que haja evolucioegisténcia de
diversidade genética. A sele¢do natural atua emgrevariantes dentro das
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populacdes em relagdo a adaptacdo ao ambientergimpando variabilidade
entre populacdes e, por fim, variabilidade entrpéeies (TORGGLER,;
CONTEL; TORGGLER, 1995). A diversidade genéticautiea espécie ou de
uma populacdo deve-se aos efeitos combinados deisideia genealdgica e
processos evolutivos (COMES; KADEREIT, 1998).

A conservacdo de espécies tem por base a manutelcEmiveis
naturais de variabilidade genética nas populacB&Eld; KANG; CHUNG,
1996), portanto, conhecer 0s niveis e distribuigio variacdo genética é
fundamental para se estabelecer préaticas consemnigtais efetivas e eficientes.

Em espécies arboreas, a preservacao da divergidadéca é essencial
para a sobrevivéncia das populacdes as intempdwieseio e faz-se cada vez
mais necessaria, considerando-se a ocorréncia dantgas climaticas globais.
Devido a sua grande longevidade e ao potencialglavadas taxas de fluxo de
polen, as arvores devem possuir altos niveis derslilade genética dentro das
populacdes para que possam persistir a periodoaltdeacdes ambientais
(HAMRICK, 1983).

Entende-se como estrutura genética a distribuicdo diversidade
genética entre e dentro de populacfes. A estrgfemética de uma espécie é
definida como a medida dos padrdes de variacdo plldadiversidade genética
da populacao, a variacao nos niveis de diversidaddiferentes populacdes e a
extensdo e variacdo da correlacdo ou distanciatigenéntre populacdes
(BROWN, 1978). Desta forma, a estrutura genétieadéstribuicdo nado casual
de alelos ou gendtipos no tempo e no espaco, sigfiezados outros fatores
gue possam afetar as frequéncias alélicas e g@astigomo a organizacéo do
genoma e 0S processos meioticos.

A estrutura genética é desenvolvida e mantida de&finteracdes de
um complexo conjunto de fatores evolutivos, conmagdo no conjunto génico,

organizacdo dessa variagdo em gendtipos, distiibudgpacial dos gendétipos,
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sistema de reproducdo que controla a unido de ganpetra a formacdo das
progénies, dispersdo das progénies, selecdo, demuacéo, eventos casuais e
processos de crescimento, mortalidade e reposiedmdividuos que dardo
origem as populacdes futuras (ALVAREZ-BUYLLA; GARAY 1994;
HAMRICK, 1983; HAMRICK; GODT, 1989; LOVELESS; HAMRIK, 1984).

A diferenciacdo entre populacbes geralmente deva-seelecdo e deriva
genética, sendo o fluxo génico um fator contrariessas forcas (HAMRICK;
GODT, 1989).

O conhecimento do nivel e da distribuicdo da vdiitg#ule genética
dentro de uma espécie pode propiciar uma melhopEenséo de sua histéria
ecoldgica e evolutiva (HAMRICK; GODT, 1996). A asiira genética também
foi conceituada por Weir (1990) como o modo pelal gudiversidade genética é
partiihada dentro e entre as populagfes, sendoadiEytar interesse para a
conservacao dos recursos genéticos e fundamemtalopaanejo racional dos
recursos de populacdes naturais, pois fornece ariangirima para mudancas
evolutivas futuras e niveis diferentes de variagéo diferentes populacbes
podem fornecer evidéncia de eventos evolutivosassaro.

Em plantas, devido a sua mobilidade limitada, eusta genética pode
estar associada a distribuicdo espacial e tempulwsl gendtipos (BROWN,
1978; LOVELESS; HAMRICK, 1984). Dessa forma, as éssps podem
apresentar estruturacdo como resultado da hetevidgele ambiental e da
pressao seletiva diferencial.

No que diz respeito ao tamanho populacional, quargimr o tamanho
populacional maior a diversidade genética dentro p@apulacdo e,
consequentemente, menor a diferenciacdo entre @dagdes. Desta forma a
alta diferenciacdo entre as populagbes e a baixersilade genética
populacional podem ser observadas em espécies @ixa blensidade de

individuos, de autofecundacdo e ou propagacdo atdgetcom limitada
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dispersdo de podlen e sementes (LOVELESS; HAMRIC8841 ZANETTI,
CAVALLI, 2003). A redugcdo no tamanho populacion@mt como fator
preocupante a alta susceptibilidade a deriva genéd consequentemente, a
reducdo da diversidade. Além da deriva genéticquigreas populacfes podem
estar mais sujeitas a endogamia, decorrente dar nmimbabilidade de
autofecundacgdo e cruzamentos entre individuos ripaies (KAGEYAMA,
GANDARA, 1998; KELLER; WALLER, 2002).

A descri¢do da variabilidade genética nas poputaédema ferramenta
importante na genética de populacdes por posaibditestudo dos mecanismos
de manutencdo dessa variabilidade (NEI, 1977). €eimento nos niveis de
diversidade é dado pela ocorréncia de mutacéesgersmente ocorrem em
taxas muito baixas, restringindo-se a uma persgectle longo prazo
(ALLENDORF; LUIKART, 2012). J4& a reducdo nos nivele diversidade
ocorre em ritmo mais acelerado devido a fatores ocatariva genética,
endogamia, selecdo natural (NEI, 1977).

Desta forma, a mensuracdo dos niveis de diversigadética é de
grande relevancia na identificacdo de espéciespalagdes prioritarias para a
conservacdo, e avaliacbes dos niveis de diversidgietica tém sido
empregadas como ferramentas para subsidiar a adeg@stratégias de manejo
e de conservacdo genética em inimeros estudos (BSRBet al., 2010;
BATISTINI et al., 2009; GAJERA et al., 2010).

Sao muitos os métodos utilizados para avaliar autasa genética de
populacdes e verificar o grau de variabilidadeteri® em uma dada espécie.
Com o avanco em melhorias nas técnicas de biologikecular, é possivel
observar polimorfismo diretamente na sequéncia cgénile organismos,
ampliando novas perspectivas para pesquisa emrgapde (ZUCCHI et al.,
2003). Dentre elas destaca-se a técnica de mitébesa(SSR).
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3.5 Estrutura Genética Espacial

O padrao espacial de individuos de uma populag@@atterizado pela
forma como estes individuos estéo distribuidosrea. &m estudos genéticos, a
autocorrelacdo espacial pode ser utilizada tant@ mstimar o grau de
isolamento de populacfes a partir das frequén@agcas ou fenotipicas em
cada populagdo, como em nivel intrapopulacional,qoal esta técnica é
utilizada para auxiliar na deteccdo de agrupamesgomdividuos aparentados
(GANDARA, 1996). O conhecimento da estrutura geétiespacial é
importante para se estabelecer estratégias de ragerst em populacdes
naturais para conservacdo genética, formando asgsiostras significativas.
Estudos na estrutura populacional de espécieseambd®@m demonstrado que a
distribuicdo de alelos e gendtipos ndo é aleaubeistro das populacdes. Tal
estrutura pode ser determinada pela dispersao lda pésementediabitat de
distribuicdo e selecdo micro ambiental (HAMRICKB3® Futuyma (1992) cita
gue se em uma populacdo existem limitacdes fisgpas ndo permitem
cruzamentos aleatérios, devera haver maior prabdaté de cruzamentos entre
individuos proximos, levando a reducdo dos hetgotas e formacdo dos
grupos, estruturando a populagéo.

O fato de ocorrer estrutura genética espacialipasitu seja, individuos
aparentados proximos dentro das populagbes, podeurseindicativo de
cruzamento endogamico (SEBBENN, 1997). Porém, gadigenéticos ndo
aleatorios podem existir sem distribuicdo espagatgada dos individuos. Por
outro lado, uma populacdo pode apresentar distébuéspacial agregada sem
gualquer acompanhamento de estrutura genética (LE8E; HAMRICK,
1984). Segundo Heywood (1991) isso pode ocorreiddeao fato de que os
padrbes espaciais e genéticos resultam, comumelae heterogeneidade

ambiental e de pressdes de selecéo.
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A estrutura genética espacial dentro de populagiEsplantas é
primariamente determinada pelos efeitos da limitddaoersdo de pélen e
sementes, isolamento em pequenas manchas, matealitierencial e selecéo
para micro-habitats (MORAES; KAGEYAMA; SEBBENN, 280 Em escalas
maiores a estrutura genética é afetada por fatostdricos e isolamento pela
distancia.

A estrutura espacial dos gendtipos pode ser estipeld autocorrelacdo
espacial como também ser analisada a partir dmatstas de coeficientes de
parentesco ou coeficientes de coancestralidadeatias na probabilidade de
identidade dos alelos em dois genes homologos eadostda mesma maneira.

Segundo Ritland (1996), as estimativas de coamgesfio definidas
como probabilidade de identidade por descendémti® @lelos. A partir de
dados de marcadores genéticos estima-se uma “cbaacelativa” que pode
ser definida como a raz&o de diferencas de praodatds de identidade por
estado (ROUSSET, 2002). O indice | de Moran tera sillizado amplamente
no estudo da distribuicdo espacial dos genétipass muitos autores tém
empregado os coeficientes de coancestralidadeapalisar a estrutura genética
espacial de espécies arbdéreas (LOISELLE et al.,5;199YAMOTO;
KURAMOTO; YAMADA, 2001). Estes coeficientes, aléra thformarem sobre
a presenca ou ndo de estruturacdo, indicam o geapadentesco entre os
individuos.

E importante conhecer a estrutura genética de gdague serio
incluidas em programas de manejo ou conservacasdiggnEste conhecimento
torna-se importante também na implantacdo de égiaat amostrais em
popula¢des naturais para, no final, obter-se amagste represente a diversidade
populacional. Pode-se também, com essas informagdesnizar os impactos

causados pelo manejo sustentavel na diversidadticgede espécies florestais.
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3.6 Marcadores Microssatélites (SSR)

Os marcadores moleculares surgiram devido a neeetssida deteccéo
de polimorfismo genético diretamente no DNA. Um caalor molecular é
definido como qualquer fenétipo molecular oriundowi gene expresso ou de
um segmento especifico de DNA (FERREIRA; GRATTAPAGL 1998).
Milach (1998) descreve que marcadores moleculd@®@saracteristicas de DNA
que diferenciam dois ou mais individuos e sao lterslgeneticamente. Existem
marcadores bioquimicos (Proteina) e marcadores MA. Ha uma grande
variedade de marcadores de DNA, entre eles, o ssiatélite ou sequéncias
repetitivas simples (SSR) é o mais adequado pawdassgenéticos (ASHLEY,
2010; CHASE; KESSELI; BAWA, 1996).

Os marcadores microssatélites, também chamadosSés $ingle
Tandem Repedteu STRs $hort Tandem Repeatsio formados por sequéncias
de uma a seis bases de comprimento repetidas eam(HECOB et al., 1991) e
estdo entre as sequéncias mais variaveis de DNgenoma dos eucariotos. A
analise de locos microssatélites é realizada pao rda técnica de PCR
(Polymerase  Chain  Reaction) utilizando-se iniciadores P¢imers)
complementares (18 a 25 bases) as regides quangsidiam.

Com base no seu motivo de repeticdo, podem sesifddlados como
perfeitos — a sucesséo das unidades de repetiga@interrompida - imperfeitos
— a sequéncia de repeticfes esta dividida por unmais nucledtideos - e
compostos - quando sdo constituidos por motivosregeeticdo diferentes
(WEBER et al, 1990).

O contetdo genético informativo de um marcador ossatélite &,
geralmente, bastante alto, por se tratar de seiguélec alta taxa evolutiva.
Mesmo em comparagdes de germoplasma com estrséaybaética, geralmente

detecta-se um alto nimero de alelos em um loco B&Rte dos diversos tipos
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de marcadores disponiveis, eles sdo diferenciaéts tecnologia utilizada,
custo, facilidade de uso, consisténcia e repetdde e, principalmente, na
habilidade do pardmetro que se quer detectar, edajgor diferencas entre
individuos, estrutura genética de populacdes,dittaou filogeografia.

Entre as vantagens apresentadas pelos marcadamessaiélites pode-
se citar a codominéncia, que permite detectar @ tgms de alelos que um
individuo diploide pode apresentar (homozigotos edefozigotos); o alto
polimorfismo baseado na variacdo do numero dos esltm repetidos,
provavelmente devido aos erros de DNA polimeraserde o processo de
replicacdo e reparo da molécula de DNA; sdo abuesancobrem
extensivamente o genoma, possuem natureza mud#gléhecessitam de
pequenas quantidades de DNA para andlise, e s&acillaeteccdo por PCR
(reacdo em cadeia da polimerase).

A facil deteccao via PCR possibilita sua utilizago estudos forenses e
analises moleculares ndo invasivas (SCHLOTTERERM4ROuma vez que
permite a amplificacdo em amostras de reduzidatigizal®e ou qualidade de
DNA, mesmo o DNA altamente degradado (JARNE; LAGQDZ2O96;
TABERLET; WAITS; LUIKART, 1999; WASER; STROBECK, BB).

Mutacdes nhas regibes flanqueadoras podem ocorregstas sao
responsaveis pela ocorréncia de alelos nulos, éstalelos que ndo sédo
amplificados na reacdo de PCR (JARNE; LAGODA, 19%8h consequéncia,
individuos heterozigotos podem ser identificadosm@ohomozigotos. Outro
problema que pode ocorrer é a homoplasia, ou sejaxisténcia de alelos
idénticos como resultado de processos mutacionaisvecgentes e nao
ancestralidade comum. A ocorréncia da homoplaslazr® nimero de alelos
observados por populagédo, a proporcao de hetetozigaa diversidade genética
(ESTOUP et al 1995; JARNE; LAGODA, 1996); é esperada em todss o

modelos mutacionais exceto pelo IAM (Infinite AleModel) de Kimura e
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Crow (1964). A ocorréncia de homoplasia foi ded&tam taxa mais elevada
entre espécies do que entre populagbes da mestmeieespé rara a deteccao
dentro de populacdes. Todavia, a presenca de alelos e homoplasia ndo
constituem um problema, uma vez que a grande vilaie encontrada nos
microssatélites compensa, geralmente, a ocorré(ERTOUP; JARNE;
CORNUET, 2002; JARNE; LAGODA, 1996).

Varios estudos comf\raucaria angustifoliaforam realizados usando
marcador microssatélite com objetivos diversos, @oas realizados por
Bittencourt e Sebbenn (2007, 2008, 2009), Dannat. ¢2013, 2013a), Medina-
Macedo et al. (2015), Patreze e Tsai (2010), Satyeeal. (2005), Sant’anna et
al. (2013), Schmidt et al. (2007), Stefenon et (2007, 2008) e Stefenon,
Gailing e Finkeldey (2008a). Os trabalhos pioneipma a utilizacdo de
microssatélites foram realizados por Salgueirole(2905) e Schmidt et al.
(2007), sendo otimizado um total de @¥mersmicrossatélites.

Salgueiro et al. (2005) utilizaram nDNA (DNA nudade 60
individuos de trés populac@es diferentes (RJ, 8y ,deAraucaria angustifolia
para desenvolver oitprimers (ANEXO E), sendo encontrados trés a 11 alelos
por locus. Os oito loci foram testados para deslooequilibrio de Hardy-
Weinberg e desequilibrio de ligacdo @émangustifolia Observou-se desvio do
equilibrio de Hardy-Weinberg nos locos Ag62 (P 828) e CRCAc1 (P <5/10).
Ap6s a correcdo de Bonferroni, apenas o loco CRCamEsentou desvio
significativo. Nos individuos de populacdes do PRR®, nenhum desvio
significativo do Hardy-Weinberg e desequilibrio ldgacao foi observado. Na
populagdo RJ, o loco Ag62 (P = 0,004) e CRCAcl GPL®) apresentaram
desvio de Hardy-Weinberg significativo. Nesta pagéb, o teste exato de
Fisher para desvio de ligacdo foram inferiores aps¥& os seguintes pares de
loci: AG20 AG56 x (P = 0,031), AG56 x Ag62 (P =440, Ag62 x CRCAcL (P
= 0,046), Ag62 x CRCAc2 (P = 0,041) e AG94 x CRCAB2= 0,035). Dado
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gue com a correcao de Bonferroni, a taxa de emegmondendo a um periodo
experimental de limiar de 5% foi reduzida para 23ém disso, quando o teste
exato de Fisher foi calculado para todas as popetacndo foi encontrado
desequilibrio de ligacao significativo.

Schmidt et al. (2007) desenvolveram 29 paregridaers (ANEXO F)
todos altamente polimdrficos, com média de 8,loal@or locus com valores
médios de heterozigosidade esperada e observadaO,d2 e 0,63
respectivamente. Seis loci (Aang09, Aangl2,AangAZngl8, Aang35 e
Aang44) apresentaram desvio ao equilibrio de Hslvdinberg apos correcéo
para varios testes (método de Bonferroni, P <0,004&m disso, desequilibrio
de ligacéao significativo foi encontrado para qu@fang02 / Aang03, Aang04 /
Aang09, Aang04 / Aang43 eAang03 / Aang44) das 406paracdes de pares.
No entanto, o desvio de equilibrio pode ser degidmostragem limitada (DNA
extraido de um Unico individuo). Portanto, os altdgeis de polimorfismo
presentes nogrimers caracterizados parA. angustifoliasdo utilizados para
estudos de genética de suas populacgdes.

Os primers SSR para Araucaria angustifolia desenvolvidos e
caracterizados por Salgueiro et al. (2005) e Schetical. (2007) foram de
grande importancia para a realizacdo de variosdestecom a espécie, com
objetivos relacionados a estrutura genética (STEPEMNL al., 2007), dispersao
de sementes e poélen (BITTENCOURT; SEBBENN, 2000828ANT ANA et
al., 2013), fluxo génico (STEFENON et al.,, 2007eajeitos genéticos da
fragmentacdo florestal (BITTENCOURT; SEBBENN, 2Q09iversidade
genética intratopulacional (PATREZE; TSAI, 2010mpacto da monoicia
(DANNER et al., 2013), segregacdo mendeliana ein98& (DANNER et al.,
2013a) e a diversidade genética detectada por rmdeicfluxo de poélen
(MEDINA-MACEDO et al., 2015).
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Vérios trabalhos foram realizados com a espéclieando outros tipos
de marcadores como as isoenzimas (SHIMIZU; JAEGERDCHAKI, 2000),
gue quantificaram a variabilidade genética de pEd remanescente no
Parque Nacional do Iguacu (PR). Auler et al. (20&23lisaram a estrutura e
diversidade por meio de variacdo ndo adaptativgpalacdes naturais em
Santa Catarina. Sousa, Hattemer e Robinson (20@#Jaeam a heranca e
relacdes isoenzimatica das variantes da espécieSBRSP)Sousa e Hattermer
(2003) investigaram a dispersédo de polen e fluxaocgéem populagbes naturais
(PR, SC, SP). Sousa et al. (2004) quantificaramriagdo e a estrutura genética
em populagbes naturais (PR, SC, SP), Sousa et2@05) analisaram a
correlacdo do sistema de cruzamento em populag@esais (PR, SC, SP);
Mantovani et al. (2006) quantificaram a estrutueaddica interna e a taxa de
cruzamento (SP), Ferreira et al. (2012) realizaanélises genéticas em florestas
plantadas e naturais em Santa Catarina.

Os marcadores de DNA polimérfico amplificado ao sacdRandom
Amplified Polymorphic DNARAPD) foram utilizados por Mazza e Bittencourt
(2000) para modificacées no método padrdo CTABxtlagio de DNA a partir
de aciculas de arvores adultas (PR). Medri eR@D3J) analisaram os efeitos do
manejo na diversidade genética em uma populacdoSenta Catarina e
concluiram que o manejo levou a uma reducdo dahiidade genética da
populagdo remanescente.

Stefenon et al. (2003) utilizando Polimorfismo deminho de
Fragmento Amplificado Amplified Fragment Length PolymorphismAFLP),
analisaram a eficiéncia informativa dos marcadoi4d P investigando a
diversidade genética intrapopulacional de um reseede de Floresta
Ombrofila Mista do Estado de Santa Catarina corarluique a técnica AFLP
foi eficiente na andlise de diversidade genéticapdpulacdes naturais de

Araucariaangustifolia
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Stefenon et al. (2004) desenvolveram um protocelexdracdo de DNA
e capacidade informativa de marcadores RAPD paanalise da diversidade
genética de populacdes naturais da espécie (SCe 8Bnostraram ao final a
eficiéncia do marcador como ferramenta para estgeoéticos.

Usando a técnica de sequenciamento, Hampp et0lo)2nvestigaram
sequéncias de DNA para identificar melhores pratedé deA. angustifolia
para reflorestamento em &areas de pastagem na mgiéoorréncia da espécie.
Para isso, analisaram a distincdo de sementesRBCSP, RJ, MG). Ao final
identificaram um fragmento de 2 Kpb de comprimeata frequéncia desse
fragmento ocorre em paralelo com o nimero, duracidensidade de geadas.
Mesmo ndo sendo uma sequéncia tipica de micrassstélste fragmento pode
ser utilizado como marcador para triagem de ecgftilad\raucaria angustifolia

As informacg8es obtidas dos trabalhos citados sgmrirantes para o
conhecimento dos aspectos genéticos da espéciesDsabre a estrutura,
diversidade, fluxo de pdlen e indices de endogataia@spécie foram obtidos
principalmente para populacdes Aleangustifoliade ocorréncia na regido Sul
do pais. Os resultados apontam para alta diveesidadética para individuos
adultos e altos indices de endogamia nas prog&seimformacdes resultantes
desses trabalhos, juntamente com dados ecol6gicesmécie deveriam servir
de base para a elaboragéo da legislacdo ambiantahronservagao e gestdo da
espécie. Entretanto, infelizmente a legislacdonigendo considera trabalhos
cientificos realizados com a espécie, gerando uacanh de informacao
extremamente importante para a sua conservacao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Caracterizagéo das Populacdes e Coleta de Material

As populacbes amostradas Aeaucaria angustifoliaencontram-se no
dominio Atlantico (AB’'SABER, 2003; VELOSO; RANGELIEHO; LIMA,
1991). Em geral, seu entorno é composto por Flré&mnbroéfila Mista,
inseridas em uma matriz antropizada, com areasnddas ao cultivo de
monoculturas ou pastagem. De acordo com a classdficde Koeppen o clima
na regido é subtropical, mesotérmico, Umido, comacds seca e média
pluviométrica anual de 2.000 mm.

Para o estudo de diversidade genética, aciculés degustifoliaforam
coletadas em nove localidades no estado de MinessG&abela 1, Figura 10).
As amostras foram coletadas aleatoriamente porntemiento, respeitando
uma distancia minima de 100 m para evitar coletindiwiduos aparentados
Foram coletadas aciculas de 50 individuos poriltedé, pois segundo Carlini-
Garcia, Vencovsky e Coelho (2001), este nUmeranénimo recomendado para
a amostragem da populacdo para a espécie. As asidstam acondicionadas
em saco plastico, contendo silica gel para desigliatdo tecido. Ao término das
coletas, as amostras foram transportadas para ordtéhio de Conservagao
Genética de Espécies Arbéreas, do Departamentoié&leci@€s Florestais, da
Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais ondenf armazenados a uma
temperatura de -20 °C até o momento da extrac&@iN#o

A amostragem se diferenciou dos trabalhos ja @iz com a espécie
pela particularidade da sua ocorréncia nestessloddas areas amostradas é
pouco frequente encontrar fragmentos com individuds Araucaria
angustifolig pois estes encontram-se distribuidos de formarsapdificultando

a coleta de outra forma.



genética déraucaria angustifolia

Local Cédigos N Coordenadas (S/W) Alt. (m)
Aiuruoca Al 50 21°58°33"S 44°36'10" W 989
Alagoa AL 50 22°10'14" S 44°38'31"W 1132
Bocaina de Minas BO 50 22°10'04”S 44°23'42"W 1210
Delfim Moreira DM 50 22°30'32"S 45°16'48"W 1200
Extrema EX 50 22°51'18"S  46°19'04"W 973
Gongalves GO 50 22°39'32"S  45°51'21"W 1350
Itamonte IT 50 22°17'02"S  44°52'12"W 933
Liberdade LI 50 22°01'44"S  44°19'12"W 1152
Passa Quatro PQ 50 22023'24"S  45°58'01"W 938
Total 450

N = Tamanho amostral.
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Tabelal Local e tamanho amostral utilizados pamstado de diversidade
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Figura 10 Localizacdo das populacBes amostradaAraiecaria angustifolia
MG, Imagem: ARCGIS v.10.1. EX (Extrema), GO (Gowrea), DM
(Delfim Moreira), PQ (Passa Quatro), IT (Itamontl), (Alagoa), Al
(Aiuruoca), BO (Bocaina de Minas) e LI (Liberdade)
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4.2 Extracdo do DNA e PCR-SSR

A extragdo de DNA genOmico dos individuos coletadies A.
angustifoliafoi realizada pelo método descrito em Mazza eeBitburt (2000).
Apo6s a extracdo, o DNA foi solubilizado em TE (TtisM; EDTA 1mM) e
armazenado a -20 °C até o momento da reacdo deSSEBR-O DNA
concentrado foi diluido em &gua esterilizada Millia uma concentracéo final
de 10 ng/mL para os testes com marcadores micétiszssit Dos 20 pares de
marcadores microssatélites disponiveis pdra angustifolia oito foram
selecionados para amplificacdo em trés sistemaiptaxl(Tabela 2).

A amplificacdo dos fragmentos de DNA pela ReacédoCadeia da
Polimerase (PCR-SSR) foi realizada no Laboratério Rloengenharia da
Universidade Tecnoldgica Federal do Parana - Campota Grossa, utilizando
0 Qiagen Multiplex PCR Master Mix nhum volume firtgd 10 pL, que continha
5 uL de PCR Master Mix (2x), 1 puL de parespdeners(2 mM de cadg@rimer)

2 uL de DNA gendmico (10 ng/uL), e 1 puL de solu€iie-agua Milli-Q.

O programa de PCR utilizado no termociclador erewl\(1) um passo
inicial de desnaturacdo do DNA e de ativacdo da f@inerase em 95 °C
durante 15 minutos; (2) 35 ciclos de amplificac&otes fases (94 °C durante
30 s, temperatura de anelamento por 90 s e extansadC durante 60 s); e (3)
uma extensao final a 72 °C durante 10 minutos. Apémplificacdo, 10 pL de
agua Milli-Q autoclavada foram adicionados a cadasira e estas refrigeradas
a 4 °C até a genotipagem.

Para genotipagem foi utilizada uma solucdo de velfimal de 10 uL
contendo 2 pL da solugcédo dos fragmentos amplifeatiocada amostra, 0,125
pL de padrdo sequenciador LIZ GS 600 e o voluméames com Hi-Di
formamida. O polimorfismo foi detectado pela roggm de pares degrimers

SSR marcados com corantes fluorescentes nas caybmé#iplex ou duplex,
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seguido por electroforese capilar para detectagnfemtos no sequenciador
automatico ABI 3500xL GeneticAnalyzer (AppliedBiesgms) no
Departamento de Bioguimica da UFPR — Campus ddilGzuriO tamanho dos
fragmentos amplificados (alelos) foi determinaddlizaindo o software
GeneMapper v.4.1 (AppliedBiosystems) e os valoedstivos ao tamanho dos

alelos foram exportados para planilha de Excel par@ndlises estatisticas.



Tabela 2

Combinac¢des Multiplex p&emersSSR deAraucariaangustifoliausadas neste estudo

Primer Dye Multiplex an;erlil rr?&nctjs oC ieprzteigg(;s Frag(lrarz)e)ntos Autor Araucaria Gi?\eBS;r?k
Ag45 Fam | 57.8°C (GT):  160-162 Sa'g(‘;‘;‘g;)et 8l A angustifolia  AJ749966
AS190 Ned | 57.8°C  (AT)g(GT),  195-201 ROb?;t(')sgz)Et s A subulata  AY426083
CRCACL Fam | 57.8°C (GA)1 170 — 282 Sc(gtég;)a"’ A. cunninghamii  AF522871
Ag20 Fam | 59.3°C (GA)12 231 — 249 Sa'g(‘;gg;)m 8y A angustifolia  AJ749964
Ag56  Ned Il 59.3 °C (TChi  140-152 Sa'g(‘;%‘g;)et 8l. A angustifolia  AJ749967
Aang 14 Fam Il 56.5 °C (GA) 200 — 224 SCh(”Z"gi)t;;t Al A angustifolia  AY865583
Aang 28 Hex Il 56.5 °C (CT), 148 — 160 SCh(”Z"gg;;t Al A angustifolia  AY865592
CRCAC2 Ned Il 57.8°C (GA).3 170 - 210 Sc(gtég;)a"’ A. cunninghamii  AF522871

JAS
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4.3 Andlises Estatisticas

Para cada populacéo, foi realizado o teste de diigeip de ligacao
para verificar se os loci usados nas analises shAosteados de forma
independente do genoma. O teste foi realizado peftovare FSTAT 2.9.3.2
(GOUDET, 2002), aplicando-se a correcdo de Bonférrmom multiplas
permutacdes (RICE, 1989).

4.3.1 Deteccao de Alelos Nulos

Os microssatélites sdo marcadores de DNA codondsaamplamente
utilizados em biologia da conservacgéo, ecologidogehia por serem altamente
polimérficos, terem alta reprodutividade e simpladle do uso da PCR, porém
frequentemente s@o detectados alelos nslbster (repeticbes mais curtas ou
mais longas que o verdadeiro alelo - locos adiésdreedropout(séo alelos que
aparecem bastante afastados da série principapreSenca de alelos nulos,
stuterse dropoutpodem levar a desvios nas propor¢des do equilfleriblardy-
Weinberg devido ao excesso de homozigotos. Paestdetpossiveis erros na
genotipagem, foi utilizado software Micro Checker Versdo 2.2.3 (VAN
OOSTERHOUT et al., 2004), a significancia foi ohtjgbr 1.000 permutacdes e
intervalo de confianca a 95% com 10.000 reamostsagk frequéncia de alelos
nulos em cada locus foi ajustada usando o estinfadsterhout que considera
as amostras nao amplificadas como DNA degradado, lmimano, etc.; a
frequéncia dos alelos nulos é estimada a partdatiulo prévio das frequéncias
alélicas de todos os loci visiveis. A frequéncia ddelos nulos também foi
calculada pelo método de Dempster, Laird e Rul®i@{}, utilizando software
FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007).
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4.3.2 Diversidade Genética

Para caracterizar a diversidade genética, foraimadbs para cada
locus e para cada populacdo: a riqueza alélicaimero médio de alelos (K), o
namero de alelo efetivo por locus (Ae), a heteromiigade observada (Ho) e a
heterozigosidade esperada (He) segundo expectatov&quilibrio de Hardy-
Weinberg, utilizando-se csoftware GDA (LEWIS; AZYKIN, 2002). A
aderéncia das frequéncias genotipicas as propoegpesadas pelo Equilibrio
de Hardy-Weinberg foi testada por meio do testdoef@UO; THOMPSON,
1992) com osoftware GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012) para cada
populacéo, a combinagdo das probabilidades fdzestd pelo método de Fisher

(2000). As estimativas do indice de fixacdo méftiotro de populacdes)( do
indice de fixacao total para o conjunto das pom”lﬂia(f) e da divergéncia entre

populacdes &P) com intervalo de confianca a 95% foram obtidais ¥9.000

reamostragens utilizando-se software GDA (LEWIS; AZYKIN, 2002). A
diferenciacao genética foi estimada pela estaigtieclassica de Wrigth (NEI,
1977) e pela estatisticasfsde Hedrick (HEDRICK, 2005) utilizando-se o
software GDA_NT (DEGEN, 2006). A estimativa de diferenciacgenética
também foi realizada usando o método de estimatieaalelos nulos (ENA)
(10.000 permutacfes) implementado pelo programaeNAe (CHAPUIS;
ESTOUP, 2007), que corrige a presenca de alelasnAl estimativa de fluxo
génico (Nm) e a frequéncia alélica foram obtidam am software GenAlEx
(PEAKALL; SMOUSE, 2012).
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4.3.3 Estrutura Genética

Foi estimada a distancia de Nei (DN) (NEI, 1978)DN foi estimada
entre pares de populagdo utilizando software GenAlEx (PEAKALL;
SMOUSE, 2012). QGoftwareFreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007) foi utilizado
na correcdo estimativa de alelos nulos (ENA) (1@.pérmutacdes) descrita
pelos autores para DN, as estimativas sao corsgidaa alelos nulos pelo
algoritmo de Dempster, Laird e Rubin (1977). A rzatte distancia genética
(DN) utilizada para construcdo de um dendrogramadostruida de acordo
com o método UPGMA (método da média ndo ponderada) o software

NTSYS-pc 2.0 (ROHLF, 2001). As estimativas de djéercia populacional

foram quantificadas pela estimativa flg também foi calculada uma analoga a

esta, denominadasR pelo software GenAlEx (PEAKALL; SMOUSE, 2012).
Adicionalmente foi estimado o & segundo método de Hedrick (2005),
utilizando o programa GDA_NT (DEGEN, 2006) e er Fe Wrigth (NEI,
1977). A andlise das coordenadas principais (PC(WITH, 2002) foi
realizada utilizando o software GENALEX (PEAKALLM®USE, 2012) com
base nos valores desR calculados para os dados originais de frequéncias
alélicas e genatipicas. No intuito de testar atbg®de isolamento por distancia,
foi aplicado o teste de Mantel (SLATKIN, 1995), qmenando matriz de
distdncia genética entre pares de populacdo eznddridistancia geogréfica
utilizando osoftwareNTSYS-pc 2.0 (ROHLF, 2001).

A variagdo genética dos individuos dentro e enwmeulacdes foi
avaliada por analise de variancia molecular (AMOMAi)izando osoftware
GENALEX (PEAKALL; SMOUSE, 2012).
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A andlise da estrutura genética populacional falizada com base em
modelo de agrupamento Bayesiano, utilizandeofiware STRUCTURE 2.2
(PRITCHARD; STEPHENS; DONNELLY, 2000), sendo os iuiduos
agrupados de acordo com seus genotipos em K pdaslag@riando de 1 a 10.
Cada execucdo foi realizada quatro vezes de fordependente para cada valor
de K. O pardmetro assumido foi o “admixture” cbarn-in 100.000 repetices
para 50.000 interacBes. A analise foi feita de dmarom Earl e Von Holdt
(2012). O numero de agrupamentos foi determinadoaderdo com o
STRUCTURE HARVEST (EARL; VON HOLDT, 2012). Para indr a
presenca de descontinuidade genética no espacoafieogfoi utilizado o
softwareBarrier v.2.2 (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004). As palacdes
sdo conectadas pelo método de triangulacdo de mlaidentificadas pelo
algoritmo de Monmonier (MANNI; GUERARD; HEYER, 20p4 partir das
coordenadas geograficas obtidas pelo Sistema deidP@snento Global (GPS)
e das distancias genéticassi]F Com as coordenadas geograficas de cada
populacdo, é construido um mapa, aplicando o métddriangulacdo de
Delaunay para conecta-las em uma rede, formadaumpoiconjunto de trés
pontos (ABC), sendo ligados somente se um circutd gpsse sobre elas nao
inclua nenhuma outra populacdo. Segundo 0 métaajwopto por Legendre e
Legendre (1998), a descontinuidade dos dados rariditos foi obtida pela
divisdo das distancias genéticas de cada ligacad0C 48 rede pela distancia
geografica. A descontinuidade é delimitada peloforea mais elevados
encontrados ao longo da rede de Delaunay (LEGENREEGENDRE, 1998;
MANEL et al., 2003). As barreiras séo identificadagartir do algoritmo de
Monmonier (MANNI; GUERARD; HEYER, 2004).
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4.3.4 Estrutura Genética Espacial

Como proposto por Loiselle et al. (1995), estimewscoeficiente de
coancestria multilocoHjj) entre plantas para diferentes classes de diataAci
analise foi realizada com o auxilio doftwareSPAGeDi versdo 1.2 (HARDY;
VEKEMANS, 2002). O coeficiente de coancestria eatian probabilidade de
identidade dos alelos em dois genes homdélogos eadostda mesma maneira
(GONCALVES et al., 2010), neste caso assume-saénaia de endogamia, ou
seja, o coeficiente de endogamia foi consideradalig zero. Por meio da
reamostragendackknife o erro padrao da média das estimativas foi optido
sendo utilizado na construcéo de intervalos dei@ogd a 95% de probabilidade
para o coeficiente médio de coancestria, estimada as classes de distancia,
conforme Hardy e Vekemans (2002). Em cada classealist@éncia foram
realizadas 1.000 permutacdes, para testar se oeomstruturacdo genética
espacial. A extensdo da estrutura genética espasgbopulacdes estudadas foi
estimada pela estatistiSpque permite a comparacao da magnitude da estrutura
genética espacial entre populacdes diferentes (\WEXES; HARDY, 2004). A
magnitude foi calculada pela férmup=-blog/(1-Fij (1)) em queblog é a
inclinacao da curva de regresséo do coeficientodrcestria €ij (1) € a média
do coeficiente de coancestria da primeira classsti@ncia Fij).

4.3.5 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacgéo e Deriva

Para testar se as populac6es estdo em EquililirmMuaotacéo e Deriva,
gue pode indicar gargalo genético, foi utilizadesastware Bottleneck 2.1.2
(PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999). A metodologia degter por Cournet e
Luikart (1996) baseia-se no principio de que papiga que experimentam uma

recente reducdo em seu tamanho efetivo populacigmakentam uma redugéo
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do numero de alelos e diversidade genética (Hedsperada pelas proporcdes
de EHW. Nesse caso o numero de alelos é reduzidoragidamente do que a
heterozigosidade (He) o que faz com que He se tonaeor do que a
heterozigosidade esperada sob Equilibrio entre ¢dote Deriva (Heq) uma vez
gue Heq é calculada a partir do nimero de alel@URNET; LUIKART,
1996; PIRY; LUIKART; CORNUET, 1999).

O teste para verificar se as popula¢cde# dangustifoliapassaram por
uma reducao recente na diversidade genética faiuzito usando trés modelos
de mutacdo: Modelo de Alelos Infinitos (IAM), quepfe que cada mutacéo
cria um novo alelo; Modelo Simples de Mutacdo (SMMn que a cada
mutacdo ocorre o ganho ou a perda de uma repetigdblodelo de Passos de
Mutacdo (TPM) que é intermediario aos modelos @ty sendo adequado
para a maioria dos conjuntos de dados micross&s€itl RIENZO et al., 1994).
A significancia foi obtida por meio do teste de 8itom por ser robusto para
amostras com pequeno numero de locos polimérfices 20) (PIRY;
LUIKART; CORNUET, 1999).

As taxas de migracdo foram estimadas utilizandmgrpma GeneClass
2 v.2 (PIRY; LUIKART; CORNUET, 2004).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resultado do teste de desequilibrio de ligacastnmo que ndo houve
desequilibrio significativo, ap6s a correcao de fBaoni (p <0,001). Portanto,

os oito loci utilizados foram usados para todaarddises genéticas.

5.1 Deteccao de Alelos Nulos

O teste para deteccéo de alelos nulos ndo indipoesanca dstutterse
dropout, no entanto, mostrou a presenca de alelos nulosgsataci Ag45 e
AG56. A frequéncia estimada de alelos nulos patacas Ag45 variou de
21,6% nas populacdes amostradas em IT e 28% empalaeo locus Ag56 foi
de 24,4% em DM, 8% em IT e 10% em LI. Portantojoalenulos foram
observados no locus AG45 em duas das nove popslé&doe AL) e no locus
AG56 em trés populacdes (DM, IT e LlI).

A presenca de alelos nulos em marcadores micrtitesaté frequente,
pois podem surgir por falhas na amplificagdo oundoauma sequéncia de
mutacgdo altera uma ou ambas as regides flanquea(@#d LEN et al., 1993).
A presenca de alelos nulos acima de 25% pode atteraesultados de varias
estimativas como o numero de alelos, heterozigdsida indice de endogamia
(DEWOOD; NASON; HIPKINS, 2006) e a distancia gec&tiCHAPUIS;
ESTOUP, 2007).

A presenca de alelos nulos foi detectada nas pojpesaocalizadas em
DM, IT, AL e LI, com frequéncia variando de 8 a 28%tguns estudos sugerem
que a ocorréncia de alelos nulos em baixa freqa&rc25%) nao interferem na
avaliacdo da estrutura de populacgdes. Segundddeevéslizada por Dakin e
Avise (2004), 90% dos artigos relatam a ocorrédeidoci microssatélites com

alelos nulos, sendo esses loci incluidos na angdise correcdo para potencial
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viés. Também relatam que em 233 artigos publicama)elos nulos com uma
frequéncia inferior a 20% tém um impacto minimo eetidos de parentesco.
Kelly et al. (2011) citam que os alelos nulos coagfiéncias inferiores ou iguais
a 25% mostraram ter efeitos irrelevantes na av@iag@ estrutura populacional.
Ja neste estudo, apenas o locus AG45 na populazdsldeve frequéncia
superior a 25% (28%). A estimativa da diferenciag@&oética e da distancia
genética, efetuada pelo método de estimativa desaleulos (ENA) pelo
software FreeNA (CHAPUIS; ESTOUP, 2007), mostraram que sestielos
nulos nao influenciaram os resultados obtidos, seqgde os valores com
corre¢do e sem corregdo nao se diferenciaraméfsENA: 0,0170/Fst usando
ENA: 0,0168).

5.2 indices de Diversidade Genética

A analise dos oito loci, no total de 450 gendtipealiados, detectou 65
alelos e todos os loci foram polimoérficos. O numeeoalelos por locus (K) e 0
namero de alelos efetivos (Ae) foram os mesmos foal@s os locos avaliados,
com média de 8,125. O numero de alelos por loctiswae dois (Ag45) a 15
(CRC2) com média de oito alelos por locus. A hetigasidade observada
variou de 0,31 (Ag45) a 0,98 (Ag20) e a heteroZipme esperada (Hvariou
de 0,46 (AG45) a 0,90 (CRC2) com média de 0,77 €lEa3). O indice de

fixacdo total foi negativo (- 0,067).
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Tabela 3 Parametros genéticos para loci micro#eatélconsiderando o

conjunto das populagdes Aeaucaria angustifolia

Loco N K He H, F
Ag45 431 2 0,46 0,31 0,336
CRCAC1 430 4 0,67 0,87 -0,302
AS190 431 7 0,80 0,91 -0,127
Ag20 410 10 0,85 0,98 -0,150
Ag56 401 7 0,79 0,73 0,074
Agl4 435 13 0,84 0,96 -0,143
Ag28 434 7 0,83 0,92 -0,111
CRCAC2 435 15 0,90 0,89 0,018

Média 426 8,125 0,77 0,82 -0,067

N= ndmero de individuos amostrados, K = nimeroleles H= diversidade genética,
Ho,= heterozigosidade observada, F: indice de fixami@b.

Nas populac¢des avaliadas, o nimero médio de apodocus (K)
variou de 6,25 (LI) a 7,13 (PQ, IT). Os valoresdilersidade genética foram
préximos nas populagbes amostradas commiddio de 0,77 (Tabela 4). O
coeficiente de endogamia foi negativo (-0,09) iadio auséncia nos desvios de
panmixia, confirmado pela proximidade dos valoresHd e H,. Para a média
das populagdes, o indice de fixagéo (f) para daddodiferente de zero (Tabela
3). Os maiores indices de fixacdo para o conjuatpapulacdes foram obtidos
pelos loci AG45 e Ag56, o valor médio entre locasapfoi de -0,067, sugerindo

a auséncia de endogamia.
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Tabela 4 Parémetros genéticos para as populac@asdearia angustifolia

Populagdo N Aex Ae He Ho f
DM 45 0,020 6,75 0,73 0,80 -0,09
PQ 46 - 7,13 0,76 0,84 -0,09
IT 45 0,020 7,13 0,76 0,81 -0,06
AL 44 0,014/0,016 6,75 0,77 0,84 -0,09
Al 49 - 6,63 0,73 0,77 -0,05
LI 50 - 6,25 0,73 0,83 -0,13
BO 49 0,010 6,63 0,76 0,81 -0,06
GO 49 - 6,5 0,77 0,81 -0,05
EX 47 - 6,38 0,75 0,86 -0,15

Média 47 6,68 0,76 0,82 -0,09

N= ndmero de individuos amostrados, Ar = aleloduskeos, Ae= numero efetivo de
alelos por locus, k diversidade genética,.H heterozigosidade observada, f: indice de
fixacdo.

A frequéncia dos alelos apresentou ampla variagfie es populacdes.
A presenca de alelos exclusivos e de baixa fregaéfué observada nas
populagdes DM (0,020), IT (0,020), AL (0,014 e ®P& BO (0,010) (ANEXO
G). Foram detectados 5,3% de alelos com frequémfeidor a 5%, considerados
raros; 60,4% de alelos intermediarios (5 < % <e€28%,3% de alelos comuns (%
> 25).

A probabilidade do método de Fisher (2000) indicme os oito loci
apresentam desvios significativos das proporcdpsradas pelo equilibrio de
Hardy-Weinberg (p < 0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5 Probabilidades exatas (Teste Exato derf2000)) dos desvios das
propor¢cbes de Hardy Weinberg em loci microssatiliteas

populacdes daraucaria angustifoligBertol.) Kuntze

Agd5 CRCAC1 AS190 Ag20 Ag56 Agld Ag28 CRCAC2
DM 0,150ns 0,000%* 0,004** 0,000%** 0,000** 0,066ns 0,041* 0,000%*
PQ 0,006 0,000%* 0,016* 0,000%* 0,004** 0,001* 0,004* 0,000%*
IT 0,002%* 0,007* 0,076ns 0,000** 0,107ns 0,000%* 0,000%** 0,000%**
AL 0,000%* 0,000** 0,000%* 0,000%* 0,028* 0,000%* 0,000%** 0,000***
Al 0,007** 0,088ns 0,000%* 0,000%* 0,464ns 0,000%* 0,000%** 0,000***
LI 0,858ns 0,000%* 0,000%** 0,000%** 0,002** 0,000%* 0,016* 0,000%**
BO 0,337ns 0,007* 0,000%* 0,000** 0,083ns 0,000%* 0,000%** 0,000%**
GO 0,032* 0,000%* 0,000%* 0,000%* 0,358ns 0,000*** 0,000%** 0,000%*
EX 0,331ns 0,000%* 0,002* 0,000%* 0,014* 0,001** 0,000%** 0,000%*

ns= ndo significativo, * P <0.05, ** P <0.01, *** £0.001

O numero de alelos (65) encontrado neste estudatfpiassim como a
variacdo do nuamero de alelos entre os loci, seedbd(@g45) a 15 (CRC2), com
média de 8,125 alelos por locus (Tabela 3). Eselteddo € proximo a valores
encontrados em outros estudos realizados com aiespéa Tabela 6, sdo
apresentados os dados referentes aos estudosgemétlizados com a espécie,
em florestas continuas e fragmentadas na regidddSphis. Ja este estudo foi
realizado na regido da Serra da Mantiqueira (M@yleoa espécie ocorre de
forma esparsa. Na regido, raramente sdo encontrfidgmentos comA.
angustifolig sendo mais comum a ocorréncia de individuos dssleem uma
matriz antropizada, portanto, pode-se classificambiente amostrado como

fragmentado.



Tabela 6 Dados dos estudos realizados com a egp@tiearia angustifolia

Fonte Marcador Pop. Locos Individuos A Ae(M) He
Shimizu et al. (2000) Isoenzima 1 8 120 - 0,25
Auler et al. (2002) Isoenzima 9 15 328 33 1,3/1,9(1,6) 0,11
Mantovani et al. (2006) Isoenzima 1 16 334 26 - 0,17
Ferreira et al. (2012) Isoenzima 1 9 278 26 - 0,11
Salgueiro et al. (2005) SSR 3 8 60 49 3/11(7,12) 0,34
Stefenon et al. (2007) SSR 6 5 384 73 7/21(14,6) 0,71
Bittencourt & Sebbenn (2007) SSR 1 8 228 77 4/16(9,6) 0,59
Bittencourt & Sebbenn (2008) SSR 1 8 298 62 3/15(7,75) 0,58
Bittencourt & Sebbenn (2009) SSR 1 8 1.179 106 4/20(13,25) 0,58
Patreze& Tsai (2010) SSR 1 6 105 70 5/18(11,7) 0,74
Sant’anna et al.(2013) SSR 1 9 513 86 3/22(9,56) 0,63
Medina-Macedo et al. (2015) SSR 2 10 869 81 4/16(8,1) 0,70
Neste estudo SSR 9 8 450 65 2/15(8) 0,77

Pop. = nimero de populagdes estudadas; A= quaetitéal de alelos; Ae(M) = variacdo de alelos paol (média de alelos por
loco); He= diversidade genética.
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Para uma comparacao mais real dos dados obtidtestragsalho, foram
selecionados os trabalhos cdm angustifoliaque utilizaram os mesmos loci
microssatélites (Tabela 7), sendo estg45, CRCAC1, AS190, Ag20, Ag56, Agl4,
Ag28 e CRCAC2.

Neste estudo, foram analisadas nove populac6és degustifoliacom
um total de 450 individuos, utilizando oito lociamissatélites, sendo dectados
65 alelos que tiveram variacdo entre dois e 19salebr locus com média 8,12,
a diversidade genética (He) variou de 0,46 e 0080 média de 0,77. Salgueiro
et al. (2005), usando oito loci microssatélitesteda populacées (RJ, PR e SC)
de A. angustifolia detectaram de trés a 11 alelos, com média dealel@s por
locus. Os valores de alelos por locus sdo proxiawssobtidos neste trabalho
(Tabela 6). Em relacéo aq,Hbalgueiro et al. (2005) detectaram valores d@; 0,3
0,17 e 0,37 para as populacdes amostradas em Rd, SR respectivamente.
Nota-se uma diferenca consideravel em relacdo aloseg encontrados neste
estudo (0,85; 0,46 e 0,79) (Tabela 3). A diferemg&l, pode ser em decorréncia
do nimero de popula¢des analisadas e também pelaéaSalgueiro et al.
(2005) terem utilizado a técnica de eletroforesegehte poliacrilamida corado
com nitrato de prata, diferente do estudo desdmltia em que se utilizou o
sequenciador automatico.

Bittencourt e Sebbenn (2007) utilizaram oito loécnossatélites para a
analise de paternidade e investigacdo do modeldisigersdo de polen e
semente, para isso, avaliaram 228 individuos asluft® A. angustifolia e
detectaram 77 alelos, variando de quatro a 16 @réd) alelos por locus. O
namero de alelos observado foi pr6ximo ao encoatreabte trabalho (Tabela
6). Os valores de diversidade genética considerasdmesmos locos, exceto
AG20, corroboraram com o0s resultados deste trapgbooém os valores
estimados aqui foram maiores quando comparados diandos valores
encontrados por Bittencourt e Sebbenn (2007) (BabelBittencourt e Sebbenn
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(2008) usando oito loci detectaram 62 loci em 2@8ividuos adultos e
detectaram um numero de alelos semelhante ao didioo(Tabela 6). Os
valores de diversidade genética obtidos nestelt@lfaram mais elevados do
que os valores encontrados por Sant'anna et d3j2fue utilizaram nove loci
para analisar 513 individuos e detectaram 86 al€osimero de alelos por
locus e o valor de Horam semelhantes aos encontrados neste trateadteto
para o loco Ag20, que foi inferior. Considerandeabor médio de H (0,63),
este valor foi menor quando comparado ao aqui @lffigZ 7). Medina-Macedo
et al. (2015) utilizaram oito loci microssatélites analise de 295 individuos de
A. angustifolia e o nimero de alelos obtido foi diferente no légp 45 (6),
comparado ao encontrado neste estudo (2) (Tabefas7yalores de Horam
préximos aos obtidos por Medina-Macedo et al. (204%ceto para o loco Ag20
cujo valor foi menor, entretanto, na média, o valerH, (0,70) para o conjunto

de locos avaliados foi semelhante ao obtido nesttele (0,77).

Tabela 7 Numero de alelos por loco dos principatados realizados com a

espécieA. angustifolia

Ag45 CRC1AS190 Ag20 Ag56 Agl4 Ag28 CRC2

Atual trabalho 2 4 7 10 7 13 7 15
Salgueiro et al. (2005) 3 8 6
Stefenon et al. (2007) 7 - 18 - w14
Bitencourt e Sebbenn

(2007) 4 5 - 8 8 - - 16
Bitencourt e Sebbenn

(2008) 3 5 - 7 6 e = 10
Patreze e Tsai (2010) 9 15 cem oee-
Sant'ana et al. (2013) 3 3 8 6 12

Medina-Macedo et al.
(2015) 6 7 9 10 8 8 6
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Os resultados obtidos aqui neste trabalho indicaenag populacdes de
A. angustifoliaestudadas possuem uma diversidade genética atadguse
comparada aos estudos citados. Entretanto, éldiianparar resultados de
parametros genéticos entre populacbes de uma mespécie, pois as
avaliacdes sdo realizadas com o nimero de indigsicarnostrados e loci
diferentes. Deve-se considerar também que, o faw rdarcadores serem
produzidos por empresas diferentes e os dados saralisados em diferentes
equipamentos, contribuem para a obten¢cdo de dadesmgehtes (MEDINA-
MACEDO et al., 2015). A diversidade genética.)(ldstimada para as nove
populacdes analisadas é considerada alta parpé&sessarboreas (0,76).

Detectou-se desvio significativo das espectativas Edjuilibrio de
Hardy-Weinberg (EHW) (Tabela 5) nos oitos loci rogsatélites utilizados
neste estudo, porém, ndo foi detectada a deficiéeiheterozigotos. Nao foi
observado desequilibrio de ligagédo significativppsaa correcdo Bonferroni,
sendo que a proporcdo de alelos nulos ocorreu era taxa néo interferindo
nos resultados . Os desvios do EHW podem ser agssltda analise para testar
a aderéncia ao Equilibrio de mutacao e deriva,uassgndicaram que oito das
nove populacdes passaram por uma reducdo recerigemanho populacional,
de acordo com o modelo TPM que é o mais indicada gaalisar conjunto de
dados de microssatélite (Tabela 13). Os resultaddieam a presenca de
gargalo genético nas populacdes, o que pode estando a um declinio
genético dessas populacfes. Provavelmente na méy@macdo ocorrerd uma
diminuicdo da diversidade genética, pois os efaimendogamia somenséo
observados apds algum distirbio e o declinio darsidade genética ocorre
lentamente ao longo de geragBes sucessivas (AGURtAR, 2008; KRAMER
et al., 2008).
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5.3 Estrutura Genética

A divergéncia genética entre as populacdes utiiaan Gt de Hedrick
(2005) apresentou maior valor (0,12) quando congl@acam o valor encontrado
para 6p (0,019) (WEIR; COCKERHAM, 1984). A divergénciailizando a

estatistica & foi de 0,017, ndo sendo afetada pela correcdo @dBela 8).

Tabela 8 Estatistica F (WEIR; COCKERHAN, 1984) paoito loci

microssatélites dAraucaria angustifolia

Loci 0p Gs(Hedrick)
Ag45 0,045 0,094
CRC1 0,011 0,051
AS190 0,010 0,089
Ag20 0,021 0,169
Ag56 0,019 0,129
Agl4 0,014 0,122
Ag28 0,009 0,097
CRC2 0,019 0,234
Média 0,019 0,123

Op: divergéncia genética entre popula¢bes;feuickdivergéncia entre as populagdes.

A divergéncia genética total foi de 0,17, sendoeman observada entre
as populacdes LI e Al (0,001) e a maior entre AdM:(0,103) (Tabela 9).
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Tabela9 Matriz de divergéncia genética (Nei, 1978)s correcédo de alelos
nulos (abaixo da diagonal) e distancia geografica)(entre os pares
de populagbes deraucaria angustifoligacima da diagonal)

DM PQ IT AL Al LI BO GO EX
DM - 35,05 47,66 75,73 90,65 113,10 98,51 61,47 113,05
PQ 0,045 - 14,00 41,18 58,27 78,37 63,50 96,45 148,10
IT 0,052 0,018 - 28,08 44,28 65,59 25,47 108,40 160,22
AL 0,103 0,091 0,041 - 21,42 37,39 2547 136,46 188,29
Al 0,086 0,073 0,033 0,025 - 30,04 31,98 149,28 200,91
LI 0,100 0,086 0,036 0,046 0,001 - 20,18 173,80 225,63
BO 0,079 0,051 0,036 0,025 0,050 0,052 - 159,92 211,58
GO 0,084 0,051 0,053 0,034 0,078 0,083 0,013 - 51,83

EX 0,091 0,015 0,085 0,055 0,038 0,048 0,035 0,042 -

A divergéncia genética entre as populacdes foi tifiGaula por quatro
métodos (Tabela 10). Os resultados diferiram esit@mente de zero.

Tabela 10 Quantificacdo de divergéncia genétice gritpulactes daraucaria

angustifolia
Método Resultado
0p 0,019
Fstowrigth) 0,017
Gs(Hedrick) 0,123
Rst 0,099

Quando se considera o valor @lede 0,019, isso indica que 1,9% da
diversidade genética encontra-se entre as popslagdestimativa g de 0,017
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ficou bem préxima a anterior indicando que 1,7%dd@rsidade encontram-se
distribuidas entre as populacdes. Os valores damativas Gr e Rsr foram
préximos. Entre as quatro estimativas a mais inldiaga o Gr de Hedrick, sua
superioridade se deve ao método que considerajaéfieia dos alelos (raros) e
os diferentes tipos de alelos presentes nas pd@mda@lém de ser mais
apropriada quando o namero de loci utilizados ériof a 20, o que é o caso
deste estudo. Assim a estimativa de divergéncieétgen entre as nove
populacdes dA. angustifoliafoi de 0,123, ou seja, 12% da diversidade genética
estdo distribuidas entre as populacdes. Auler. €2@D2) utilizando marcadores
isoenzimaticos obtiveram valores de divergénciaties parad. angustifoliade
Gst de 0,056 e & de 0,044, uma divergéncia baixa que foi confirmpelas
estimativas de distancias genéticas, 0 mesmo aoibenta que existe uma
grande variagdo na estrutura populacional de giperasas. O valor de 5,6% é
muito préximo aos 6,8%, uma média der@ara coniferas polinizadas pelo
vento com base em marcadores isoenzimaticos ddacom Hamrick e Godt
1989.

Bittencourt e Sebbenn (2009), utilizando oito |guicrossatélites,
encontraram & de 0,164 na avaliagdo de individuos adultos emieateh
continuo, fragmentado e grupo de arvores isoladgsarsagem, indicando que
16,4% da diversidade genética estavam distribuigloise as populacdes.
Quando o grupo de arvores foi excluido da anatiselor de Gy foi reduzido
para 0,098 indicando a alta contribuicdo do grupmapa diferenciacdo entre
populacdes. Quando a analise foi realizada indalidante para os grupos, essa
contribuicdo ficou mais clara, com maior divergéndietectada no grupo de
arvores, Gr de 0,258; para florestas fragmentadas,spf@ de 0,031 e para a
populacdo continua, osgfoi de 0,026. Os resultados obtidos para o estudo
citado anteriormente mostraram uma variabilidadeétiea maior dentro do que

entre as populagbes, 0 que representa o compotamatural das espécies
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arbéreas. Os resultados aqui obtidos também mastrasse comportamento, 0
valor obtido de 0,123 sugere que tenha ocorridus alfiveis de fluxo génico
histérico entre as populacdes, possivelmente memmes da exploracdo da
espécie ocorrida nas décadas de 70 e 80, uma eea gstimativa de fluxo
génico histérico foi de 12. O resultado de divenigngenética dentro das
populacdes analisadas esta de acordo com os vadtaesdos para as especies
perenes, polinizadas pelo vento em estagio sucedsimal, que apresentam
maior diversidade genética dentro das popula¢cbAMRICK; GODT, 1996).

O dendrograma gerado pelo método UPGMA, com basalistincias
genéticas entre as populagfes, mostrou um distaenta da populagdo DM
com as demais (Figura 11) e a formacdo de doisogrup primeiro formado
pelas populagbes de PQ, IT e EX, Al e LI (subgrupo)segundo formado por
AL, BO e GO com maior similaridade entre as popigscde BO e GO.

DM

[ T T T 1
090 092 094 096 098
Coeficiente de Jaccard

Figura 11 Dendrograma do agrupamento entre parespamlacbes de
Araucaria angustifolia(Bertol.) Kuntze, localizadas no estado de
Minas Gerais: DM (Delfim Moreira), PQ (Passa QujgtréT
(Itamonte), AL (Alagoa), Al (Aiuruoca), LI (Liberdi), BO
(Bocaina de Minas), EX (Extrema), de acordo comd&sancias
Genéticas de Nei (1978)
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No dendrograma acima (Figura 11), observa-se aapdim de dois
grupos principais, sendo um grupo representadogogalacdo de DM e o outro
formado pelas demais populacdes. O grupo formalds pemais populactes é
subdividido em trés subgrupos de acordo com a aiidlde genética. A
populacdo EX apresentou similaridade com as popetade PQ e IT, mesmo
estando localizada a 154 km de distancia das megmgmpulacdes com maior
similaridade, BO e GO, encontram-se distanciadagaiekm. Esse resultado
corrobora com o valor obtido pelo teste de Mariteljcando a auséncia de
correlacdo entre as distancias genética e geogréfic 0.08939 p = 0.6749).
Esses resultados sugerem que as populacdes n&o esstdturadas em um
padréo de isolamento por distancia, proposto pagtt\/(1943). A similaridade
genética entre as populagbes de BO e GO, evidengatb dendrograma,
também reforca a ndo estruturagéo das populacbasdkse das coordenadas
principais explicou 62,99% (eixo 1) e 34,27% (e2jala diferenciacdo genética
entre as populacbes de angustifolia(Figura 12) Estes valores corroboram
com o resultado do dendrograma, indicando o isaltonda populacdo DM
(Figura 11). A diferenciacdo da populacdo de DMrelacéo as demais é pouco
explicada pelo isolamento, pois ha fluxo entre &smas, essa diferenciacao
pode estar ocorrendo devido a caracteristicas slogae diferenciam essa
populacdo. A distancia genética da populacdo de ddMrelacdo as demais
também se confirma pelos altos valores de difeagfioi genética com as demais
populagdes estudadas (Tabela 9).
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* Ll * Al
+ Al
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- * BO
- + GO
+ DM
+ EX * T
+ PQ
62,99%

Figura 12 Andlise das coordenadas principais dpslagdes dé. angustifolia

A analise de variancia molecular (AMOVA) indicou equa maior
proporc¢ao de variabilidade genética ocorre derasopmbpulacdes (90%) (Tabela
11). A AMOVA revelou baixa diferenciacdo genéticare as populactes de
angustifolia amostradas. Da diversidade genética total, 10%val@acao
ocorreram entre as popula¢fes:,099, p<0,0001).

Tabela 11 Andlise de variancia molecular (AMOVA) epopulacdes de
Araucaria. angustifolia

Fonte de Variagdo  GL SQ QM Variagdo% P
Entre PopulagGes 8 1341784,507 167723,063 10% 0,001
Dentro de PopulagBes 441 11344952,24 25725,515 90% 0,001

GL: graus de liberdade e SQ: soma do quadradoeksas.

A andlise da variancia molecular (AMOVA - Tabelg iridicou uma

baixa divergéncia genética entre as populacdesanmd Gr ser o modelo
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conceitualmente mais indicado, o que mais se aasstzonjunto dos dados e o
que mais se aproximou foi o R 0,099. A maioria das espécies perenes e de
fecundacao cruzada apresenta valor de diversidamitiga mais elevado dentro
do que entre as populagcées (NYBOM; BARTISH, 2000).

A andlise da estrutura genética populacional cose lesan modelo de
agrupamento Bayesiano realizada no programa STRWRETUWevelou a
existéncia de dois grupos genéticos distintos (Ke@no mostra o grafico com
os valores (Figura 13), ou seja, os genotipoé.dengustifoliaanalisados neste

trabalho pertencem a dois grupos distintos.

500

100
300
100
0 g
“100 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
-200

-300

LnP(D}

Figura 13 Valores dos agrupamentos genéticos (Kdgeda probabilidade

média (LnP(D)) obtidos pela analise Bayesiana

Os resultados da andlise Bayesiana sugerem umavis@bdem dois
grupos genéticos, indicando que essa divisdo remEes estrutura genética das
populacdes estudadas. Foi possivel identificaragpepulacdo DM é a que mais
se distanciou das demais (Figura 13). As populatBeRQ, AL, Al, LI, BO,
GO e EX, que de acordo com o dendrograma apreaentarais de 92% de
similaridade genética, se agruparam em um grangmgyenético. Um fato que
péde influenciar o isolamento da populacdo de DMgue saindo deste
municipio no sentido divisa dos estados de Min&8i@ Paulo, a ocorréncia de

A. angustifoliadiminui consideravelmente, isolando esta populaEatretanto,
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a andlise da presenca de migrantes pelo programaGhess2 (PIRY et al.,
2004) revelou a existéncia de migrantes das popetage LI e AL na
populacdo de DM e migrante de DM na populacdo dei®ligando a existéncia
de fluxo génico, provavelmente esse fluxo ocormetesada exploracdo e corte
da A. angustifoliana regido estudada. Para compreender essa difg@nc
detectada na populacdo de Delfim Moreira, sdo Bades estudos
complementares nessa populagéo.

A triangulacdo de Delaunay para verificar a presenca de
descontinuidades genéticas na paisagem, indicristérecia de pelo menos sete
barreiras (Figura 15). E importante ressaltar gupapulagbes amostradas estdo
localizadas na Serra da Mantiqueira que possui grafia acidentada,
apresentando altitudes variando entre 700 m e A998, onde é comum a
presenca de vales e de varias montanhas secunaigoiadas como provaveis
barreiras ao fluxo génico. Os resultados obtidok gwograma Barrier,
utilizando as diversidades Bayesiana e as coordsnadeograficas,
evidenciaram a ocorréncia de barreiras geografiease as populactes
estudadas, porém, as barreiras detectadas naferieterno fluxo génico entre
os individuos, como foi demonstrado com os reso#tath analise de migrantes
realizada pelo programa GeneClass2 (PIRY et a04)20



Legenda_
0 25 50 100 Km [— Mesorregides _J

E=== Muni de coleta

Figura 14 Imagem gerada pelo ARCGIS v.10.1. Reptasdo a triangulacdo delaunay(linhas laranja)

Legenda: As linhas em preto (a, b, c, d, e, f, éndjcam as descontinuidades genéticas para o monfle populacdes d&.
angustifolia.

9.
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5.4 Estrutura Genética Espacial

A distribuicdo espacial dos genotipos dentro deacpdpulagéo foi
obtida por meio do coeficiente de Kinship de coatrize(HARDY, 2003) entre
plantas para cada classe de distancia (FiguraQl6)alores dos eixos X e Y
apresentam variagdo de acordo com os valores decesida e classes de
distancia de cada populacdo analisada. No anexpds$sivel observar as areas

de amostragem e como os individuos estéo distibuids mesmas.
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Delfim Moreira (DM)

Coancestria
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0,03 . . . . . . |
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coanadgtinship), por classes de
distancia, para individuos deraucaria angustifolianas populacdes
naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Mbeaais. Intervalo

de confianca a 95% de probabilidade

(...continua...)
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Itamonte (IT)
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coanadgtinship), por classes de

distancia, para individuos deraucaria angustifolianas populacdes
naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Mbeaais. Intervalo

de confianca a 95% de probabilidade

(...continua...)
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Aiuruoca (AT)
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coariadggtinship), por classes de

distancia, para individuos deraucaria angustifolianas populacdes

naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Mbeaais. Intervalo

de confianca a 95% de probabilidade

(...continua...)
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Bocaina de Minas (BO)
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Gongalves (GO)
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Figura 15 Correlogramas do coeficiente de coana@sinship), por classes de
distancia, para individuos déraucaria angustifolianas populacdes
naturais amostradas na Serra da Mantiqueira, Mbeaais. Intervalo
de confianca a 95% de probabilidade

(...continua...)
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“Figura 16, conclusao”
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Analisando o correlograma das populacdesAdmucaria angustifolia
(Figura 16) observa-se a auséncia de estruturagéiétiga significativa nas
populagdes DM, Al, LI, BO, GO e EX (p>0,05), o qwpresenta distribui¢cdo
aleatoria dos genétipos dentro destas populagddisando que a estratégia de
amostragem respeitando um distanciamento minimbt08em entre individuos
coletados foi eficiente nessas populagfes. Entgtaas demais populacdes, foi
constatada estruturacdo espacial com valores is@inbs de coancestria
(P<0,05), além dos valores de e foram diferentes de zero e significativos a
95% de probabilidade (Tabela 12).

Na populacdo PQ, os coeficientes de coancestaanfgignificativos na
primeira classe de distancia (0 a 230 metros) en@ssvalores de 0,0113 (P =
0,00); e ainda na segunda classe de distanciagZ8 metros) e assumiu o

valor de 0,0106 (P = 0,00). Esses resultados indiestruturacdo espacial onde
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os individuos geograficamente mais préximos sacetggmente similares e
resultado de coancestria positiva, ou seja, nestal lexiste uma grande
probabilidade de os individuos localizados a unstadcia inferior a 500 metros
sejam aparentados.

Na populacdo de IT, houve estruturacdo espaciakganda classe de
distancia (1,23 km) com valor de 0,0080 (P = O,@ IT para se amostrar
individuos ndo aparentados, deve-se repeitar ugtandia superior a 1,23 km
entre estes.

Na populagéo AL, a estruturagcdo espacial ocorreseganda classe de
distancia com valor de 0,0048 (P = 0,0370). Essdterlo indica que individuos
distanciados a 1,18 km podem ser aparentados.

As classes de distancia representadas nos coaelagrseriam uma
indicacdo do distanciamento minimo entre individaaserem amostrados para
coletas de sementes visando a obten¢do de maiabilidade genética, pontos
a partir de onde a coancestria é nula (BOUVET, 2Q0DUTIER et al., 2007,
JIN; HE; LU, 2003; KELLY; HARDY; BOUVET, 2004).

A disperséo limitada de pdlen e sementes é regodancho as maiores
causas de estruturacdo genética espacial dentpopigacdes (LATTA et al.,
1998; SMOUSE; PEAKALL, 1999). As analises indicamm yadrdao de
estruturacao varidvel entre as diferentes poputag@aliadas, esse modelo pode
ocorrer em decorréncia de caracteristicas locaispdpulagdo, como a
interferéncia do vento na polinizacdo, elementogpaiaagem e pelo tipo de
dispersao de sementes da espécie que € princifialinarocorica e apresenta
também dispersao secundaria.

Na Tabela 12, sdo apresentados os valores daststed da estrutura
genética espacial para as populacdeArdecaria angustifoliaanalisadas neste
estudo. Os valores d& sdo medidas de magnitude da estruturacdo genética

dentro da primeira classe de distancia. A tabetdbéan contém os valores de
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significAncia P) dos testes de permutacdo, o coeficiente de Kinphra a
primeira classe de distancig)e os valores da inclina¢éo da curva de regresséo

do coeficiente de coancestriaqgp

Tabela 12 Caracterizacdo da estrutura espacighrdecaria angustifoliaem
nove populagdes, incluindo para cada populacdo eficeente de
kinship (Fij) para primeira classe de distandia,, estatisticaSpe

valor de significanciaR)

Populacdes Fi Biog S P
DM -0,0163 0,0341 -0,03362 0,450%¢
PQ 0,0133 -0,1550 0,1571 0,0000*
IT -0,0060 -0,1404 0,1395 0,0030*
AL 0,0006 -0,1012 0,1012 0,138%°
Al -0,0184 0,0441 -0,0433 0,4206¢
LI -0,0122 0,0482 -0,0477 0,3387¢
BO -0,0022 0,0181 -0,0180 0,4166°
GO 0,0001 -0,1184 0,1184 0,0669°
EX -0,0042 -0,0804 0,0801 0,3487

*P< 0,05;" ndo significativo.

Os valores d& variaram de -0,0180 a 0,15714. A média dos valdees
S (0,0079) para a espécie estudada foi semelhathteedpécies cuja dispersao
de sementes é feita por animais (dispersdo secandar sementes dA.
angustifolig (0,0088) (VEKEMANS; HARDY, 2004) e proxima a dspécies
com dispersao de polen pelo vento (0,0064) (VEKENSANARDY, 2004).

Como citado por VEKEMANS; HARDY (2004), é esperadoe
espécies de limitada dispersao de sementes aEssemt estruturacdo genética
espacial dentro das populagbes, assim a relacaétiggerseria maior entre
vizinhos do que entre individuos distantes. Nestede priorizou-se a coleta de

material vegetal de individuos adultos reprodutigosio também o sistema de
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coleta adotado (100 metros de distancia entre iohaids) priorizou a nédo
estruturacdo. Assim apenas trés das nove populapiestradas apresentaram
estruturacdo genética. Contudo estudos de estrigergtica espacial em
microescala com amostragem de regenerantes, estadgosliacdo de niveis de
dispersao de pdlen e sementes podem auxiliar nbome&ntendimento da

estrutura genética espacial da espécie na regiastiama.

5.5 Aderéncia ao Equilibrio de Mutacgédo e Deriva

De acordo com o resultado do Modelo de Passos dachiiw (TPM),
realizado pelo teste de Wilcoxon, oito das noveutagdes deA. angustifolia
estudadas passaram por uma reducao recente nchtaniampopulacéo (Tabela
13).



Tabela 13 Andlise de Bottleneck realizada paraopslpces déAraucaria angustifolia

Pop DM PQ IT AL Al LI BO GO EX
w oz IAM P 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,002* 0,004*  0,002*
89
E 8 SMM P 0,273 0,578 0,422 0,422 0,098 0,629 0,809 0,770 0,320
7
=
TPM P 0,002* 0,014* 0,006* 0,010* 0,191 0,020* 0,027* 0,037  0,002*

P: Probabilidade <0,05, significativo excesso derozigosidade detectado pelo teste de Wilcoxon.
IAM: Modelo de alelo infinito; SMM: Modelo SiplesedViutagdo e TPM: Modelo de duas fases de mutacao.

98
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A analise da presenga de migrantes pelo programa@ass2 (PIRY et
al., 2004) revelou a presenca de 11 individuosanigs pelo teste de maxima
verossimilhanca entre as populages (Tabela 1lWgamilo-se as informacdes
dos oito loci microssatélites. O maior nimero dgramtes ocorreu em LI com
quatro migrantes para DM, IT, BO. A migracdo ocorce forma unilateral
apenas entre LI e IT, sendo que essas populact@s lesalizadas a uma
distncia espacial de 65,59 km. Houve troca deoslehtre as populagbes
localizadas em maiores distancias: LI/DM(113,10 k)L/DM (75,73 Km).

Tabela 14 Migrantes identificados pela andlise dxima verossimilhanca a

partir de oito locos microssatélites Aleucaria angustifolia

Migrantes Pop. de origem Pop. de destino Valor de P*
LI13 LI DM 0,007
AL21 AL DM 0,004
LI46 LI DM 0,006
DM19 DM PQ 0,008
LI36 LI IT 0,001
AL20 AL LI 0,005
IT23 IT LI 0,001
LIl LI BO 0,006
Al8 Al BO 0,005
PQ49 PQ BO 0,003

GO7 GO EX 0,005
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6 CONCLUSOES

a)

b)

9)

h)

Foi detectada a presenca de alelos nulos nas gopslale DM, IT
AL, LI, porém, em baixa frequéncia nao interferindoavaliacdo da
estrutura das populacgdes.

As populagcbes déraucaria angustifoliaestudadas apresentaram
altos niveis de diversidade {H 0,77). A maior parte dessa
diversidade genética (90%) encontra-se dentro claglacoes.

O coeficiente de endogamia entre os individuog\dangustifolia
analisados foi negativd € - 0,09) indicando auséncia no desvio de
panmixia.

O resultado do teste de Mantel indicou auséncieodelacédo entre
distancia genética e geografica (r = 0,08939, [6Z4D).

A divergéncia genética entre as populactes difestatisticamente

de zero @sr(Hedricy= 0,123).

Os resultados da analise Bayesiana sugerem umaisébdem dois
grupos genéticos e essa subdivisdo representalauestgenética
das populacdes estudadas.

A triangulagéo de Delaunay indicou a existéncigele menos sete
barreiras responsaveis pela descontinuidade gendiitre as
populagbes. As barreiras estdo relacionadas amratddentado da
regido com presenca de montanhas e vales.

Os estudos de estrutura genética espacial mostrarasgpopulacées
DM, Al, LI, BO e GO apresentam distribuicdo alertédos
gendtipos. Nas demais populacdes (PQ, IT, AL e BX)ndividuos

apresentam estruturacdo espacial, indicando pacente
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i) A ocorréncia de gargalo genético foi detectada &m adas nove
populacdes analisadas.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS

A espécieA. angustifoliaé classificada pela Unido Internacional para a
Conservacédo da Natureza (IUCN) como criticamentgerigo. Entretanto, por
estar representada em varias unidades de consersagairotecao integral, por
ser uma espécie com alto potencial de cultivo do¢éamcolonizadora de areas
abertasA. angustifoliafoi considerada “em perigo” (EN). Setatusfoi alterado
de vulneravel em decorréncia de uma reducéo desflide 97% dentro de trés
geracOes de arvores devido ao corte desde o imdcggculo 20, com uma taxa
de 80.000 ha por ano.

Plantios dePinus spe Eucaliptus spa conversao de florestas para usos
como plantacdo de soja, milho e pecuaria, alémndoadto causado pela
presenca de animais exéticos, como o javali, caugamperda irreversivel de
habitat

A protecdo de recursos genéticos Alaangustifoliaé importante e
depende principalmente do entendimento da divatsigaestrutura genética de
suas populacbes remanescentes (FERREIRA et al2).2VArios trabalhos
relacionados & conservagdo genética foram reatzedim a espécie na regiao
Sul do Brasil, onde a espécie ocorre de forma pnedinte. Alguns outros
estudos contemplaram populagbes localizadas em @&amdp Jorddo (Sao
Paulo), Extrema (Minas Gerais) e Passa Quatro (&g é o primeiro estudo
utilizando microssatélites para investigar a didede e estrutura genéticale
angustifoliaem populagdes localizadas no estado de Minas$erai

Os resultados obtidos neste estudo indicam altabitdade genética
para a espécie nas localidades estudadas. Os dedéscos apontam que as
areas remanescentes ainda retém uma alta diversgltktica (K= 0,77).
Entretanto, esses resultados foram obtidos comvidwubs adultos e que
sobreviveram da exploracdo da espécie nas décadés e 80. Isso indica que
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ainda existe variabilidade genética Aa angustifolianas areas amostradas,
entretanto, essa variabilidade sera mantida seehquantios ou conduc¢éo da
regeneracdo. Para verificar a dindmica genéticaasegreas limitrofes de
ocorréncia da espécie, seria imprescindivel quedestdas progénies fossem
conduzidos. As consequéncias decorrentes da egftoraocorrida sao

manifestadas ao longo de varias geracdes. Porfenta,se ter o conhecimento
da manutencdo da variabilidade genética da regificlada, os regenerantes
devem se avaliados. Das nove populagfes estudadente foi observada a
presenca de regenerantes, em torno de 15 indivaheaigo da arvore-mae, na
localidade de Bocaina de Minas. Individuos joveBi® fnexistentes como

relatado por Soares (1979), Sousa et al. (2005fer®®n et al. (2007), portanto,
a falta de regeneragcdo vem ocorrendo desde 197%0 @specto que pode

interferir na existéncia de regeneragdo natural earacteristica heliofila da

espécie, no inicio, ela necessita de sombra patassnvolver, mas no decorrer
do seu desenvolvimento, depende da luz o que podiifieultado quando esse
regenerante se encontra em meio a floresta, seswlm,aa regeneracdo fica
confinada a bordas de floresta e campos (STEFENGQ@N, 007).

Outro fato observado durante as coletas de mataobigico é o alto
indice de adultos mortos. O alto indice de mortkaxa incidéncia ou até
inexisténcia de regenerantes alerta para a situidg@spécie como relatado pelo
Professor da Universidade Federal do Parana, FEamette, em entrevista na
emissora de radio Band News FM de Curitiba. Naesittta, ele afirma que o
fato de haver mais mortes do que “nascimentos”legtédndo a extingdo local da
espécie no estado do Parand, fato que pode estaermdo também na regido da
Serra da Mantiqueira. Estudos com a espécie s&@ssESRC ha regido, outros
estudos devem ser realizados (filogeografia, fldegolen, fenologia, etc.) para

se ter a real situacao da espécie na regido nada®erra da Mantiqueira.
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De forma geral, os dados obtidos neste trabalhatapoque nas areas
amostradas, os individuos @e angustifoliapossuem ainda alta diversidade
genética e que esta deve ser utilizada para a giiodde mudas para futuros
plantios.
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ANEXO A — Portaria Normativa
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ANEXO B — Resolu¢do Conama

BIOMAS - Diretrizes para o manejo RESOLUGAO CONAMA ne 278 de 2001

RESOLUCAO CONAMA ne 278, de 24 de maio de 2001
Publicada no DOU n° 138-E, de 18 de julho de 2001, Secdo 1, pédginas 51-52

Correlagdes:

- Complementada e alterada pela Resolugdo CONAMA n° 300/02 (alterados os caput
e§2edoart. 29

- Regulamentada pela Resolugdo CONAMA n° 317/02

Dispoe sobre o corte e a exploragéo de espécies ameagadas
de extingdo da flora da Mata Atlantica.

O CONSELHO NACIONAL DO MEIO AMBIENTE-CONAMA, no uso das competéncias
que lhe sdo conferidas pela Lein° 6.938, de 31 de agosto de 1981, alterada pela Lei n° 8.028,
de 12 de abril de 1990, regulamentada pelo Decreto n° 99.274, de 6 de junho de 1990,
alterado pelo Decreton® 2.120, de 13 de janeiro de 1997%, e tendo em vista o disposto em
seu Regimento Interno, anexo a Portaria n° 326, de 15 de dezembro de 1994%, e

Considerando que o bioma Mata Atlantica é patriménio nacional, nos termos do § 4¢
do art. 225 da Constitui¢do, e que o uso de seus recursos naturais deve ser feito de forma
a preservar o meio ambiente;

Considerando o que disp&e oart. 19 do Cédigo Florestal, Lein® 4.771, de 15 de setembro
de 1965, e os arts. 22, 72 e 12 do Decreto Federal n° 750, de 10 de fevereiro de 1993;

Considerando que € prioridade garantir a perenidade, a conservago e a recuperagio
de espécies nativas da Mata Atlantica;

Considerando a situacdo critica atual das espécies da flora ameagadas de extingdo,
agravada pela intensa fragmentagdo do bioma Mata Atlantica, que compromete o ne-
cessdrio fluxo génico;

Considerando a inexisténcia de informages cientificas consistentes que assegurem o
adequado e sustentédvel manejo das espécies da flora ameacadas de extingéo, resolve:

Biomas

Art. 12 Determinar ao Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéveis-IBAMA, a suspenséo das autorizagdes concedidas por ato préprio ou por de-
legagdo aos demais érgéos do Sistema Nacional de Meio Ambiente-SISNAMA, para corte
e exploragio de espécies ameagadas de extingédo, constantes da lista oficial daquele érgio,
em populagdes naturais no bioma Mata Atlantica, até que sejam estabelecidos critérios
técnicos, cientificamente embasados, que garantam a sustentabilidade da exploragio e
a conservagdo genética das populagBes exploraveis.

Pardgrafo inico. O CONAMA apresentard, no prazo de um ano, prorrogével por igual
periodo, proposta para a fixagdo de critérios técnicos e cientificos para cada espécie,
referidos no caput deste artigo.

P : 4k
tradicionais-podera-ser

Art. 22Aexploragdoeventual, sem propdsito comercial direto, de espécies da flora nativa
ameagadas de extingdo, para consumo nas propriedades ou posses rurais ou posses de
povos indfgenas e populagBes tradicionais, poderd ser autorizada, desde que respeitadas
as seguintes diretrizes: (nova redagiio dada pela Resolucio CONAMA n° 300/02;

I- retirada néo superior a quinze metros ctibicos por propriedade ou posse, no periodo
de cinco anos;

II - prioridade para o aproveitamento de exemplares de drvores mortas ou tombadas
por causas naturais; e

III - retirada ndo superior a vinte por cento do estoque dos exemplares adultos;

33 Decreto revogado pelo Decreto n° 3.942, de 27 de setembro de 2001.
34 Portaria revogada pela Portaria MMA no 499, de 18 de dezembro de 2002.
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BIOMAS — Diretrizes para o manejo RESQLUGAO CONAMA ne 278 de 2001

§ 12 O requerimento para efeito de autorizagéo para corte eventual, de que trata este
artigo, deverd conter dados de altura, didmetro a altura do peito-DAP, volume individual
e total por espécie, relagdo das drvores selecionadas, previamente identificadas com
plaquetas numeradas, e justificativa de utilizacio.

§ 22 A autorizagdo serd emitida, apds vistoria técnica pelo érgido ambiental competente
e terd prazo de validade de noventa dias, podendo ser prorrogada, excepcionalmente,
por mais trinta dias, mediante justificativa. (nova redagio dada pela Resolugio CONAMA
1° 300/02)

§ 32 A autorizagdo serd emitida apds vistoria técnica do érgdo ambiental responsd-
vel,

Art. 32 0 IBAMA promoverd, a cada dois anos, a revisdo e atualizagdo das listas oficiais
de espécies da fauna e da flora ameagadas de extingéo.

Art. 4¢ Esta Resolugfo entra em vigor na data de sua publicacao.
Art. 5° Revogam-se as disposi¢Bes em contrdrio.

JOSE SARNEY FILHO - Presidente do Conselho
JOSE CARLOS CARVALHO - Secretério- Executivo

Este texto ndo substitui o publicado no DOU, de 18 de julho de 2001.
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ANEXO C — Decreto n. 91.304

DECRETO N° 91.304, DE 03 DE JUNHO DE 1985.

Dispde sobre a implantagio de drea de protegdo ambiental nos Estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro ¢ Sdo Paulo, ¢ d4 outras providéncias.

O PRESIDENTE DA REPUBLICA , no uso das atribuigdes que lhe confere o artigo 81, item III, da
Constituigdo Federal e tendo em vista o que dispde o artigo 8° da Lei n® 6.902, de 27 de abril de
1981, a Lei n® 6.938, de 31 de agosto de 1981, ¢ os Decretos n° 88.351, de 1° de junho de 1983, ¢
de 89.532, de 06 de abril de 1984,

DECRETA:

Art. 1° - Sob a denominagdo de APA da Serra da Mantiqueira, fica declarada area de protegdo
ambiental, a regifio situada nos municipios de Aiuruoca, Alagoa, Baependi, Bocaiana de Minas,
Delfim Moreira, Itanhandu, Itamonte, Liberdade, Marmelopolis, Passa Quatro, Passa Vinte,
Pirangugu, Pouso Alto, Santa Rita do Jacutinga, Virginia ¢ Wenceslau Bras, no Estado de Minas
Gerais; Campos do Jordao, Cruzeiro, Lavrinha, Pindamonhangaba, Piquete, Santo Antonio do
Pinhal e Queluz, no Estado de Sio Paulo e Resende no Estado do Rio de Janeiro, com as
delimitagdes geograficas constantes do artigo 3°, deste Decreto.

Art. 2° - A declaragdo de que trata o artigo anterior, além de garantir a conservagdo do conjunto
paisagistico e da cultura regional, tem por objetivo proteger e preservar:

a) parte de uma das maiores cadeias montanhosas do sudeste brasileiro;

b) a flora endémica e andina;

¢) os remanescentes dos bosques de arauciria;

d) a continuidade da cobertura vegetal do espigdo central ¢ das manchas de vegetagdo primitiva,
) a vida selvagem, principalmente as espécies ameagadas de exting?o.

Art. 3° - A APA da Serra da Mantiqueira tem a seguinte delimitagdo geogréfica: tem inicio no
cruzamento da Estrada de Ferro Campos do Jorddo, com a divisa dos municipios de Santo Antonio
do Pinhal e Pindamonhangaba (ponto 00)(Folha Tremembé); segue em diregdo norte pela divisa dos
municipios de Santo Antonio do Pinhal e Pindamonhangaba até cruzar a primeira curva de nivel de
cota altimétrica 1800 (um mil e oitocentos) metros (ponto 01); segue em dire¢io nordeste pela
curva de nivel de cota altimétrica 1800 (um mil e oitocentos) metros até o cruzamento com o
Ribeirdo das Perdizes (ponto 02); segue a jusante pelo Ribeirfio das Perdizes até o cruzamento com
a curva de nivel de cota altimétrica 1760 (um mil setecentos e sessenta) metros (ponto 03); segue
em diregio leste pela curva de nivel de cota altimétrica 1760 (um mil setecentos e sessenta) metros
até o cruzamento com o Corrego Ganha Bola (ponto 04)(Folha Campos do Jorddo); segue a jusante
pelo Cérrego Ganha Bola até a confluéncia com o Rio Sapucai-Guagu (ponto 05)(Falha de Delfim
Moreira); segue em linha reta, diregdo nordeste até atingir o ponto cotado 2616 (dois mil seiscentos
¢ dezesseis) metros (ponto 06); segue inicialmente em diregdo noroeste, e depois oeste, pela linha
de crista dividindo dguas entre o Rio Sapucai-Guagu e o Ribeirdo do Paiol, passando
respectivamente pelos pontos cotados 1672 (um mil seiscentos setenta e dois) metros 1694 (um mil
seiscentos e noventa e quatro) metros, 1668 (um mil seiscentos ¢ sessenta e oito) metros, 1665 (um
mil seiscentos e sessenta e cinco) metros, 1647 (um mil seiscentos e quarenta e sete) metros 1668
(um mil seiscentos ¢ sessenta e oito) metros, 1669 (um mil seiscentos sessenta e nove) metros, 1758
(um mil setecentos e cinqiienta e oito) metros, 1750 (um mil setecentos e cinqtienta) metros, 1785
(um mil setecentos e oitenta ¢ cinco) metros até o ponto cotado 1858 (um mil oitocentos e cinqiienta
e oito) metros (Pico do Imbiri) (ponto 07 ) (Folha Campos do Jorddo); segue rumo norte-noroeste
pelo divisor de aguas entre os tributarios do Ribeirdo dos Marmelos ¢ Corrego Taquaral, vertendo
até a confluéncia do Corrego Taquaral com o Corrego do Campista (ponto 08); segue a montante
pelo Cérrego do Taquaral até a confluéncia com seu terceiro tributario da margem esquerda (ponto
09); segue a montante por este tributario até atingir a curva de nivel de 1600 (um mil seiscentos)
metros na Serra do Bau (ponto 10); segue por esta em diregdo oeste-sudoeste e posteriormente



nordeste até cruzar com a divisa dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (ponto 11); segue por
esta divisa em diregdo nordeste até a divisa dos municipios de Luminosa ¢ Pirangugu (Pedra da
Chita) (ponto 12); segue pela divisa dos municipios em diregao norte até o Morro das Antas (ponto
13); desce pela vertente norte do Morro das Antas até atingir a cabeceira mais alta do Corrego das
Antas (ponto 14) segue a jusante pelo Cérrego das Antas até a confluéneia com o Cérrego do Carro
(ponto 15); segue a jusante pelo Ribeirdo Pirangugu até a confluéncia com o Cérrego do Gameldo
(ponto 16); segue a montante pelo Corrego do Gameldo até a confluéncia com o Cérrego da Pedra
Branca (ponto 17) (Folha Delfim Moreira); segue em linha reta em diregfo norte-nordeste até o
ponto cotado 953 (novecentos e cinqiienta e trés) metros (ponto 18); segue em linha reta em diregio
nordeste até o ponto cotado 1042 (um mil e quarenta e dois) metros (ponto 19); segue em linha reta
em diregdo norte passando pelo ponto cotado 1042 (um mil e quarenta e dois) metros até o ponto
cotado 1238 (um mil duzentos e trinta e 0ito) metros na divisa dos municipios de Pirangugu e
Ttajuba (ponto 20); segue pela divisa dos municipios de Pirangugu e Itajubd em diregdo leste até o
Rio Sapucai (ponto 21); segue a jusante por este rio dividindo os municipios de Itajuba ¢ Wenceslau
Bras até a confluéncia com o Rio Santo Antdnio (ponto 22) (Folha de Itajub4); segue a montante
pelo Rio Santo Antonio dividindo os municipios de Wencenlau Bras e Itajuba até a confluéncia do
Ribeirdo do Salto com o Rio Santo Antonio na Fazenda Agua Limpa (ponto 23); segue rumo
noroeste e posteriormente nordeste pelo limite dos municipios de Itajuba e Delfim Moreira na Serra
da Agua Limpa até alcangar o Rio Lourengo Velho (ponto 24); segue a montante por este rio
dividindo os municipios de Delfim Moreira ¢ Maria da Fé até o cruzamento com a estrada de
trafego periodico que liga Morangal a Virginia (ponto 25) (Folha de Virginia); segue por esta
estrada no sentido de Virginia até o ponto em que esta cruza com a curva de nivel de 1300 (um mil e
trezentos) metros, logo apds ter cruzado o Ribeirdo Caeté ou dos Santos (ponto 26); segue pela
curva de nivel 1300 (um mil trezentos) metros, inicialmente na diregdo nordeste até cruzar com o
Coérrego Ponte Alta (ponto 27); segue a montante por este Corrego até a estrada que liga Morangal a
Ferreirinha (ponto 28); segue em rumo leste por esta estrada passando por Ferreirinha até atingir a
curva de nivel de 1500 (um mil e quinhentos) metros (ponto 29); segue por esta rumo sul até a
divisa dos Estados de Minas Gerais e Sdo Paulo (ponto 30); segue rumo leste pelo limite dos
Estados cruzando a rodovia interestadual (Sdo Paulo - 52, Minas Gerais - 152), que liga Cruzeiro a
Passa Quatro até encontrar a seguir a curva de nivel 1300 (um mil e trezentos) metros (ponto 31)
(Folha Passa Quatro); segue por esta curva de nivel rumo nordeste passando pelos rios das Pedras e
da Cachoeira até encontrar o limite sul da Floresta Nacional de Passa Quatro do Instituto Brasileiro
de Desenvolvimento Florestal (ponto 32); segue rumo leste pelo limite sul da Floresta Nacional até
encontrar com o Ribeirfio de Carlos Tiburcio (ponto 33); segue a jusante por este até cruzar a curva
de nivel de 1300 (um mil e trezentos) metros (ponto 34); segue pela curva de nivel rumo nordeste
até encontrar o Corrego da Tapera (ponto 35); segue a jusante por este corrego até cruzar com a
curva de nivel de 1200 (um mil e duzentos) metros (ponto 36); segue rumo leste por esta curva de
nivel cruzando o Rio Verde, o Ribeirdo do Imburi, a rodovia federal BR-354, o Rio Capivari, o Rio
das Furnas, o Rio da Colina, o Rio do Sapo, o Rio das Lavras, até encontrar a estrada de trafego
permanente que liga Itamonte a Alagoa (ponto 37) (Folha de Pouso Alto); segue por esta estrada no
rumo oeste até o entroncamento a direita com a estrada de trafego periddico que liga a Usina
Hidrelétrica dos Bragas ao povoado de Serra (ponto 38); segue por esta estrada no rumo norte até o
ponto em que cruza com o Ribeirdo da Cachoeirinha (ponto 39); segue a jusante por este ribeirdo
até a confluéneia com o Ribeirfio do Coura (ponto 40); segue a jusante por este ribeirdo até a sua
confluéncia com o Ribeirdo Bibiria (ponto 41); segue a montante por este ribeirdo até cruzar com o
caminho que liga os povoados de Bibiria e Paciéncia pouco acima da Escola Monsenhor Calazans
(ponto 42); segue por este caminho rumo norte até encontrar com o Cérrego da Paciéncia no
povoado do mesmo nome (ponto 43); segue a jusante pelo Corrego da Paciéncia até a confluéneia
com o Ribeirdo do Pouso Alto (ponto 44); segue a jusante por este ribeirfo até a confluéncia com o
primeiro tributario da margem direita que passa pela Fazenda da Cachoeirinha (ponto 45); segue a
montante por este tributario até sua nascente a 1080 (um mil e oitenta) metros (ponto 46) subindo a
encosta sul até o ponto cotado de 1246 (um mil duzentos ¢ quarenta e seis) metros (ponto 47), segue
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rumo norte-nordeste pela linha de crista dividindo dguas entre o Ribeirdo Pouso Alto ao sul e os
Corregos Cafundé e da Tapera ao norte até o ponto cotado 1652 (um mil seiscentos e cinqiienta e
dois) metros na divisa dos municipios de Pouso Alto e Baependi (ponto 48); segue na divisa dos
municipios no rumo norte-noroeste até alcangar o topo de 1420 (um mil quatrocentos e vinte)
metros ao norte da Fazenda do Charco e a sudeste das cabeceiras do Rio da Palmeira (ponto 49);
segue rumo norte pelo divisor de aguas entre o Rio da Palmeira e o Rio do Jacu, passando
respectivamente pelos pontos cotados de 1317 (um mil trezentos ¢ dezessete) metros, 1474 (um mil
quatrocentos ¢ setenta ¢ quatro) metros, 1420 (um mil quatrocentos e vinte) metros, 1352 (um mil
trezentos e cinqiienta e dois (metros), 1160 (um mil cento o sessenta) metros, continuando pelo
divisor até o ponto onde cruza a estrada que liga Baependi ao nucleo de Sdo Pedro, proximo ao
ponto cotado de 1097 (um mil e noventa e sete) metros e as cabeceiras do Cérrego da Limeira
(ponto 50); segue por esta estrada no sentido do nucleo de Sdo Pedro até cruzar com o Rio Sio
Pedro (ponto 51); segue a jusante pelo Rio Sdo Pedro até a confluéncia com o Rio Gamarra (ponto
52) (Folha de Caxambu); segue a jusante pelo Rio Baependi até a confluéncia com o Ribeirfio das
Furnas (ponto 53); segue a montante pelo Ribeirdo das Furnas até o primeiro cruzamento com a
BR.267, proximo ao ponto cotado 908 (novecentos ¢ oito) metros (ponto 54); segue a diregdo leste
pela BR-267 até encontrar o limite entre os municipios de Baependi e Aiuruoca (ponto 35); segue
em diregdo sul pelo limite dos municipios até atingir a ponto cotado 1200 (um mil e duzentos)
metros (ponto 56); deste ponto segue pelo divisor de dgua, na diregio leste, entre o Corrego da
Cangalha e o Corrego José Sindra até atingir o ponto cotado de 1263 (um mil duzentos e sessenta e
trés) metros (ponto 57) (Folha de Aiuruoca); deste ponto segue em diregdo sul pela linha de crista,
passando respectivamente pelos pontos cotados de 1243 (um mil duzentos e quarenta e trés) metros
e 1351 (um mil trezentos e cinqiienta ¢ um) metros, segue por esta cumeada no divisor de aguas
entre os Corregos das Posses Rebordio até atingir a leste o ponto cotado de 1262 (um mil duzentos
¢ sessenta e dois) metros (ponto 58); desce pela encosta leste cruzando o Ribeirdo das Furnas na
captura de declive (curva de nivel de 1200 metros) (ponto 59), sobe a encosta na diregio sudeste até
atingir a linha de crista, passando respectivamente pelos pontos cotados de 1463 (um mil
quatrocentos e sessenta e trés) metros, 1496 (um mil quatrocentos e noventa e seis) metros, 1542
(um mil quinhentos e quarenta e dois) metros, 1558 (um mil quinhentos e cinqiienta e oito) metros,
até o ponto cotado 1738 (um mil setecentos e trinta e oito) metros (ponto 60) (Folha de Alagoa),
continua pela linha de crista no rumo leste até o ponto cotado 1485 (um mil quatrocentos ¢ oitenta e
cinco) metros (ponto 61), desce em rumo sudeste até atingir a cabeceira do Corrego da Usina (curva
de nivel 1300 metros) proximo a Usina Hidrelétrica de Aiuruoca (ponto 62); segue a jusante pelo
Cérrego da Usina até a sua confluéneia com o Rio Aiuruoca (ponto 63); segue a jusante pelo Rio
Aiuruoca até a confluéncia com o Cérrego do Lirio (ponto 64); segue a montante pelo corrego do
Lirio até a sua cabeceira mais alta (1300 metros) (ponto 65) (Folha de Aiuruoca), sobe a encosta no
rumo norte até atingir o ponto cotado de 1508 (um mil quinhentos o oito) metros coincidindo com
os limites dos municipios de Aiuruoca ¢ Carvalhos (ponto 66); segue no rumo sul pelo limite dos
municipios de Aiuruoca ¢ Carvalhos até atingir o ponto cotado 2011 (dois mil ¢ onze) metros
(Morro Verde na Serra da Aparecida) (ponto 67) (Folha de Alagoas); segue em diregdo leste pelo
limite dos municipios de Carvalhos ¢ Bocaina de Minas até o ponto cotado de 1569 (um mil
quinhentos e sessenta e nove) metros proximo ao Morro de Souza na Serra da Aparecida (ponto 68)
(Folha de Liberdade), segue rumo norte pela divisa dos municipios de Carvalhos e Liberdade (que
coincide respectivamente com os ribeirdes do Curraleiro ¢ Barulho), até a confluéneia do Ribeirdo
do Barulho com o Cérrego Muchocho (ponto 69); segue a montante pelo Corrego do Muchocho
passando por sua nascente (curva de nivel 1300 metros), e, subindo pela encosta até atingir o ponto
cotado 1364 (um mil trezentos e sessenta ¢ quatro) metros (ponto 70), desce pela encosta leste até
alcangar a cabeceira de um pequeno tributario do Cérrego Taquaragu (aproximadamente a 200
metros do ponto cotado 1364 metros) (ponto 71); segue a jusante por este tributdrio até a
confluéncia com o Corrego Taquaragu (ponto 72); segue a jusante pelo corrego Taquaragu até sua
confluéncia com o Ria Grande (ponto 73), segue a jusante pelo Rio Grande até sua confluéncia com
o Ribeirfio do Carvio (ponto 74) (Folha de Bom Jardim de Minas), segue a montante pela Ribeirdo



do Carvio que coincide com o limite entre os municipios de Liberdade ¢ Bom Jardim de Minas, até
encontrar a divisa dos Municipios Passa Vinte ¢ Santa Rita do Jacutinga (ponto 75) (Folha de Santa
Rita do Jacutinga); segue rumo sul, pela divisa dos municipios de Passa Vinte ¢ Santa Rita do
Jacutinga, até encontrar o Rio do Bananal (ponto 76) segue a montante por este rio passando pela
sua cabeceira mais alta (1400 metros), e subindo a vertente até atingir o limite entre os municipios
de Passa Vinte e Bocaina de Minas (ponto 77) (Folha de Liberdade), segue por este limite, pelo
Corrego das Furnas, no rumo sul até atingir o limite estadual MG-RJ no Rio Preto (ponto 78) (Folha
de Resende); segue a jusante pelo Rio Preto até o cruzamento com a rodovia estadual RJ-21 (ponto
79) (Folha de Liberdade), segue por esta rodovia no rumo sul até o entroncamento com a estrada de
trafego periddico que da acesso a Vila de Pedra Selada (ponto 80) (Folha de Resende); segue por
esta estrada em diregdo sudoeste até o entroncamento com a rodovia estadual RJ-109 na Vila de
Pedra Selada (ponto 81); segue pela rodovia estadual RJ-109; rumo a Agulhas Negras até o
entroncamento com a rodovia que liga esta a RJ-163 (ponto 82); segue pela rodovia que liga as
rodovias RJ-109 a RJ-163, em diregdo oeste até o entrocamento com a rodovia RJ-163 (ponto 83);
segue rumo sul pela rodovia RJ-163 até cruzar o Rio Pirapetinga (ponto 84) (Folha de Agulhas
Negras); segue a montante pelo Rio Pirapetinga até cruzar a divisa leste do Parque Natural do
Itatiaia (ponto 85); segue em diregdo norte contornando o perimetro do Parque Natural do Itatiaia,
atravessando os limites dos estados do Rio de Janeiro o Minas Gerais, cortando o Ribeirfo Santa
Clara, e segue em diregdo nordeste cortando o Ribeirdo das Flores, indo em diregfo leste
atravessando as nascentes do Rio Grande, cotando o Cérrego do Brejo, da Capivara, Rio Aiuruoca,
acompanhando parte da Serra da Colina, a partir dai indo em diregdo sul acompanhando parte da
rodovia federal BR-354 no povoado de Alto da Serra, atravessa-se o Ribeirfio do Palmital, Corrego
do Ttatiaia, até alcangar o Corrego do Pinhal localizado a sudoeste do limite do Parque, no estado do
Rio de Janeiro (ponto 86); segue a jusante pelo Ribeirdo do Pinhal até a confluéncia com o Ribeirdo
do Salto (ponto 87); segue a jusante por este ribeirdo até o cruzamento com a curva de nivel de 700
(setecentos) metros (ponto 88); segue por esta curva de nivel em diregdo oeste até o cruzamento
com o Coérrego Xavier proximo a rodovia SP-52 (ponto 89) (Folhas: Passa Quatro, Cruzeiro,
Lorena); segue a montante por este corrego até cruzar a curva de nivel de 900 (novecentos) metros
(ponto 90); segue por esta curva de nivel em diregfio oeste até cruzar o Ribeirfio do Ronco
localizado ao sul da cidade de Piquete (ponto 91); segue a jusante pelo Ribeirdo do Ronco até a
confluéncia com o Ribeirdo da Fortaleza (ponto 92); segue por este a montante até cruzar a divisa
dos municipios de Guaratinguetd e Lorena (ponto 93); segue por esta divisa até cruzar o Ribeirdo da
Posse ou dos Macacos (ponto 94); segue por este a montante até cruzar a curva de nivel de 800
(oitocentos) metros (ponto 95); segue em linha reta em dire¢do sudoeste até o cruzamento do
Ribeirdo do Leme com a curva de nivel de 600 (seiscentos) metros (ponto 96) (Folha Delfim
Moreira); segue a jusante pelo Ribeirdo dos Lemes até a confluéncia com o Rio Piagui (Fazenda
Sdo José) (ponto 97) (Folha de Lorena); segue em linha reta em diregdo sudoeste até o cruzamento
do Rio Guaratingueta com a linha de alta tensdo (ponto 98) (Folha de Delfim Moreira); segue a
montante pelo Rio Guaratingueta até cruzar a estrada de trafego periddico que liga o Bairro da
Pedrinha ao Bairro do Soares (ponto 99) (Folha de Pidamonhongaba); segue por esta rodovia em
diregdo sul até cruzar o Ribeirdo dos Buenos ou dos Moreiras (ponto 100); segue a montante por
este ribeirfio até a confluéneia com o Corrego Guamirim (ponto 101); segue a montante pelo
Coérrego Guamirim até cruzar a curva de nivel de 700 (setecentos) metros (ponto 102); segue em
linha reta em diregdo sudoeste até a confluéncia com o Ribeirdo Tetequera ou Grande com o
Corrego do Cachoeirdo (ponto 103); segue a montante pelo Corrego do Cachoeirfio até a
confluéneia com o Corrego do Bonfim (ponto 104); segue por este a montante até a sua nascente,
subindo a encosta no rumo sudoeste até o ponto cotado 1282 ((um mil duzentos e oitenta ¢ dois)
metros (ponto 105) (Folha de Tremembé); desce a encosta rumo sudoeste, seguindo a jusante pelo
Ribeirdo do Oliveira até cruzar a rodovia estadual SP-132 (ponto 106); segue por esta rodovia em
diregdo noroeste até o entroncamento com a rodovia estadual SP-46 (ponto 107); segue por esta
rodovia em diregio sudoeste até a divisa dos municipios Pindamonhangaba ¢ Tremembé (ponto
108); segue em diregio oeste divisa dos municipios até encontrar a divisa com o municipio de
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Monteiro Lobato (ponto 109); segue rumo norte pela divisa dos municipios de Pindamonhangaba e
Monteiro Lobato até encontrar a divisa do municipio de Santo Antonio do Pinhal (ponto 110); segue
pela divisa dos municipios de Pindamonhangaba ¢ Santo Antonio do Pinhal até a nascente do
Ribeirdo Boa Vista (ponto 111); segue a jusante pelo Ribeirdo Boa Vista até cruzar o caminho que
liga o povoado de Boa Vista ao Bairro do Pico Agudo (ponto 112); segue rumo norte por este
caminho até a estrada de trafego periddico que liga Santo Antonio do Pinhal ao Morro do Pico
Agudo (ponto 113); segue rumo leste pelo divisor de aguas entre o Rio da Prata ¢ Cérrego do Pico
Agudo até o ponto cotado 1390 (um mil trezentos ¢ noventa) metros (ponto 114); segue rumo
noroeste em linha reta até o ponto cotado 1304(um mil trezentos e quatro) metros (ponto 115);
segue rumo leste pelo divisor de aguas entre o Rio da Prata e Corrego do Barreira até o cruzamento
do limite dos municipios de Santo Antonio do Pinhal e Pindamonhangaba com a Estrada de Ferro
Campos do Jordido (ponto 00), onde teve inicio esta descrigdo.

Art. 4° - Na implantagdo e funcionamento da APA da Serra da Mantiqueira, serdo adotada as
seguintes medidas:

I - zoneamento a ser efetivado através de portaria da Secretaria Especial do Meio Ambiente-SEMA,
do Ministério do Desenvolvimento Urbano ¢ Meio Ambiente, em estreita articulagdo com a
Secretaria de Estado de Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais, através da Comisséo de Politica
Ambiental-COPAM, a Fundagfo Centro Tecnologico de Minas Gerais-CETEC, o Instituto de
Geociéncias Aplicada-IGA, a Companhia de Tecnologia de Sanecamento Ambiental-CETESB/SP, a
Fundagdo Estadual do Meio Ambiente-FEEMA/RI, a Secretaria Especial da Regido Sudeste-
SERSE e as Prefeituras Municipais dos municipios envolvidos, indicando as atividades a serem
encorajadas ou incentivadas em cada zona, bem como as que serdo ser limitadas, restringidas ou
proibidas, de acordo a legislagdo aplicavel;

II - a utilizagdo dos instrumentos legais e dos incentivos financeiros governamentais, para assegurar
a protegdo da Zona de Vida Silvestre, o uso racional do solo e outras medidas referentes a
salvaguarda dos recursos ambientais, sempre que consideradas necessarias;

III - a aplicagdo, quando cabivel, de medidas legais, destinadas a impedir ou evitar o exercicio de
atividades causadoras de sensivel degradagio da qualidade ambiental;

IV - a divulgagdo das medidas previstas neste Decreto objetivando o esclarecimento da comunidade
local sobre a APA ¢ as suas finalidades.

Art. 5° - Na APA da Serra da Mantiqueira ficam proibidas ou restringidas:

I - a implantagéo de atividades industriais potencialmente poluidoras, capazes de afetar mananciais
de agua;

1I - a realizag@o de obras de terraplenagem e a abertura de canais, quando essas iniciativas
importarem em sensivel alteragdo das condigdes ecoldgicas locais, principalmente da Zona de Vida
Silvestre, onde a biota sera protegida com mais rigor;

III - o exercicio de atividades capazes de provocar acelerada erosdo das terras ou acentuado
assoreamento das colegdes hidricas;

IV - o exercicio de atividades que ameacem extinguir as espécies raras da biota, principalmente os
remanescentes dos bosques de araucaria, as manchas de vegetagdo primitiva ¢ as nascentes de
cursos d’dgua existentes na regio;

V - 0 uso de biocidas, quando indiscriminado ou em desacordo com as normas ou recomendagdes
técnicas oficiais.

Art. 6° - A abertura de vias de comunicagio, de canais, a implantagio de projetos de urbanizagio,
sempre que importarem na realizagio de obras de terraplenagem, bem como a realizagdo de grandes
escavagdes e obras, que causem alteragdes ambientais, dependerio da autorizagio prévia da SEMA,
que somente podera concedé-la:



a) apos estudo do projeto, exame das alternativas possiveis e avaliagdo de suas conseqiiéncias
ambientais;

b) mediante a indicagio das restri¢des e medidas consideradas necessarias a salvaguarda dos
ecossistemas atingidos.

Pardgrafo tnico - As autorizagdes concedidas pela SEMA, ndo dispensardo outras autorizagdes e
licengas federais, estaduais e municipais porventura exigiveis.

Art. 7° - Para melhor controlar seus efluentes e reduzir o potencial poluidor das construgdes
destinadas a0 uso humano, ndo serdo permitidas:

a) a construgio de edificagdes, em terrenos que, por suas caracteristicas, ndo comportarem, a
existéncia simultanea de pogos para receber o despejo de fossas sépticas, e de pogos de
abastecimento d’4gua, que fiquem a salvo de contaminagéo, quando nfio houver rede de coleta e
estagfio de tratamento de esgoto, em funcionamento;

b) a execugdo de projetos de urbanizagio, sem as devidas autorizagdes, alvards, licengas federais,
estaduais e municipais exigiveis.

Art. 8° - Os projetos de urbanizagio que, pelas suas caracteristicas, possam provocar deslizamento
do solo e outros processos erosivos, ndo terdo a sua execugdo autorizada pela SEMA.

Art. 9° - Com vistas a impedir a pesca predatoria, nas aguas marinhas ou interiores da APA e nas
proximidades, sera dada especial atengdo ao cumprimento da legislagdo pertinente ¢ das normas
expedidas pela Superintendéncia do Desenvolvimento da Pesca - SUDEPE, do Ministério da
Agricultura.

Art. 10 - Em casos de epidemias e endemias, veiculadas por animais silvestres, a Ministério da
Saude ¢ as Secretarias de Satde, dos Estados de Minas Gerais, Sao Paulo e Rio de Janeiro, poderio,
em articulagdo com a SEMA, promover programas especiais, para controle dos referidos vetores.

Art. 11 - Fica estabelecida na APA da Serra da Mantiqueira, uma Zona de Vida Silvestre, destinada,
prioritariamente, a salvaguarda da biota nativa para garantia da reprodugio das espécies, protegdo
do habitat de espécies raras, endémicas, em perigo ou ameagadas de extingio.

Paragrafo Unico - A Zona de Vida Silvestre, de que trata o caput deste artigo, compreendera as
areas mencionadas no artigo 18, da Lein® 6.938, de 31 de agosto de 1981, as quais, quando forem
de dominio privado, serfio consideradas como de Relevante Interesse Ecologico (ARIE), e ficardo
sujeitas as restrigdes de uso e penalidades estabelecidas, nos termos dos Decretos n% 88.351/83, ¢
89.532/84.

Art. 12 - Visando a protegio de espécies raras, na Zona de Vida Silvestre, nfo serd permitida a
construgio de edificagBes, exceto as destinadas a realizagdes de pesquisas e ao controle ambiental.

Art. 13 - Na Zona de Vida Silvestre ndo sera permitida atividade degradadora ou potencialmente
causadora de degradagiio ambiental, inclusive o porte de armas de fogo e de artefatos ou
instrumentos de destruigdo da biota ressalvados os casos objeto de prévia autorizagdo, expedida, em
carater excepcional, pela SEMA.

Art. 14 - Para os efeitos do artigo 18, da Lei n° 6.938, de 31 de agosto de 1981, consideram-se como
de preservagdo permanente as nascentes ou "olhos d’agua" e o seu entorno, num raio de 60 metros,
exceto a faixa necessdria para assegurar a utilizagio e o bom escoamento das dguas.

Art. 15 - A APA da Serra da Mantiqueira sera supervisionada, administrada e fiscalizada pela
SEMA, em articulagdo com o Instituto Estadual de Floresta-MG, a Comissdo de Politica Ambiental
- COPAM-MG, Prefeituras Municipais dos municipios envolvidos, Conselhos Municipais de
Defesa do Meio Ambiente-CODEMAS-MG, Divisdo de Protegdo dos Recursos Naturais - DPRN,
Secretaria de Estado de Sdo Paulo, Fundagdo Estadual de Engenharia do Meio Ambiente - FEEMA,
do Estado do Rio de Janeiro.
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Art. 16 - Com vistas a atingir os objetivos previstos para a APA da Serra da Mantiqueira, bela como
para definir as atribui¢des ¢ competéncias no controle de suas atividades, a SEMA podera firmar
convénios com 6rgaos e entidades publicas ou privadas.

Art. 17 - As penalidades previstas nas Leis 6.902, de 27 de abril de 1981, e 6.938, de 31 de agosto
de 1981, serdo aplicadas, pela Secretaria Especial do Meio Ambiente - SEMA, aos transgressores
das disposiges deste Decreto, com vistas ao cumprimento das medidas preventivas e corretivas,
necessarias a preservago da qualidade ambiental.

Parigrafo Unico - Dos atos e decisdes da SEMA, referentes a APA da Serra da Mantiqueira cabera
recurso ao conselho Nacional do Meio Ambiente - CONAMA.

Art. 18 - Os investimentos ¢ a concessio de financiamento e incentivos, da Administragio Publica
Federal, direta ou indireta, destinados a APA da Serra da Mantiqueira, serdo previamente
compatibilizados com as diretrizes estabelecidas neste Decreto.

Art. 19 - A SEMA podera constituir Grupo de Assessoramento Técnico (GAT), e Conselho
Assessor, para implementagio das atividades de zoneamento, administragio ¢ fiscalizagdo da APA
da Serra da Mantiqueira.

Art. 20 - A SEMA expedird as instrugdes normativas necessarias ao cumprimento deste Decreto.

Art. 21 - Este Decreto entrard em vigor na data da sua publicagio, revogadas as disposigdes em
contrato.

Brasilia, 03 de junho de 1985, 164° da Independéncia ¢ 97° da Republica.
JOSE SARNEY

Flavio Rios Peixoto da Silveira
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ANEXO D — Decreto n. 38.925

29/05/2015 Decreton® 38

Decreto n°® 38.925, de 17 de julho de 1997.

Declara de protecdo ambiental areas de interesse
ecolégico situadas nas bacias hidrogréficas dos Rios
Jaguari, Sapucai-Mirim e Sapucai, e da outras
providéncias.

(Publicagao - Diario do Executivo - Minas Gerais - 18/07/1997)

O Governador do Estado de Minas Gerais, no uso de atribuicdo que Ihe confere o
artigo 90, inciso VI, da Constituigéo do Estado, de acordo com a Lei Federal n°® 6.902, de 27
de abril de 1981, o Decreto Federal n® 99.274, de 6 de junho de 1990, e a Resolugdo
CONAMA n° 10, de 14 de dezembro de 1988, e tendo em vista o Decreto n° 33.944, de 18
de setembro de 1992,

DECRETA:

Art. 1° - Fica declarada Area de Protecdo Ambiental, sob a denominagso de APA
Fern&o Dias, a regido abrangida pela bacia hidrogréafica do Rio Jaguari, no Estado de Minas
Gerais, estendendo-se sobre as areas dos Municipios de Sapucai-Mirim, Camanducaia,
ltapeva, Extrema e Toledo, além de éreas das bacias dos Rios Sapucai-Mirim e Sapucai,
nos Municipios de Sapucai-Mirim, Gongalves, Paraisépolis e Brasépolis, com as
delimitacdes geograficas constantes do artigo 3° deste Decreto.

Art. 2° - A declaracdo de que trata o artigo anterior, além de garantir a conservacéo
do conjunto paisagistico e da cultura regional, tem por objetivo proteger e preservar as
formacdes florestais remanescentes da Mata Atlantica e a fauna silvestre, através do
disciplinamento de uso dos recursos naturais e de incentivos ao ecodesenvolvimento
regional, com vistas a melhoria da qualidade ambiental e de vida da populagéo.

Art. 3° - O memorial descritivo dos limites da area que compreende a APA, nas
bacias dos rios Jaguari, Sapucai-Mirim e Sapucai, foi elaborado com base nas cartas
topogréficas da Regido Sudeste do Brasil, escala 1:50.000, do IBGE, folhas SF.23-Y-B-IV-1
(Munhoz); SF.23-Y-B-IV-2 (Cambui); SF.23-Y-B-IV-3 (Extrema); SF.23-Y-B-IV-4
(Camanducaia); SF.23-Y-B-V-1 (Paraisépolis); SF.23-B-V-2 (Campos do Jord&o); SF.23-Y-
B-V-3 (Monteiro Lobato), SF.23-Y-B-V-4 (Tremembé); conforme se segue: tem inicio no
ponto em que a rodovia federal BR-381 - Fern&o Dias intercepta a divisa dos Estados de
Minas Gerais e Sao Paulo, sobre o cérrego da Guarailva, na localidade de Divisa (Folha de
Extrema), seguindo, dai, em sentido anti-horério a sudeste, acompanhando o limite entre os
dois Estados pelo leito do coérrego da Guarailva, subindo pela encosta da Serra da
Mantiqueira, denominada, localmente, Serra do Lopo, até o ponto cotado de 1669m, na
Pedra da Guarailva, dai, segue pela crista da Serra da Mantiqueira, acompanhando a
divisa entre Minas Gerais e S&o Paulo, que constitui o divisor de aguas entre as bacias do
Rio Jaguari e do Rio Jacarei, neste Trecho; continua pelo limite, ao longo do espigéo da
Serra da Mantiqueira, passando pelos marcos de divisa MD 135 e MD 136 e pelo limite dos
Municipios de Extrema e Camanducaia (Folha de Camanducaia), seguindo por,
aproximadamente, 12km até o ponto cotado de 1649m, de onde flete para o sul,
acompanhando o limite estadual até o marco de divisa MD 139; dai, segue pelo limite
estadual a nordeste, passando pela Serra do Selado, onde esta a Pedra do Selado (2.082
m de altitude), ao sul da Vila Monte Verde; segue pela crista da Serra da Mantiqueira, limite
entre Minas Gerais e S&o Paulo, que recebe sucessivamente os nomes locais de Serra dos
Poncianos, Serra de Santa Barbara, Serra do Palmital, Serra do Queixo D'Anta e Serra de
Sao Benedito; dai, prossegue pelo limite estadual, fletindo para noroeste a partir do ponto
cotado a 1172 m e depois para nordeste (Folha de Monteiro Lobato); continua, pelo limite
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estadual, cruzando a rodovia MG-42, fletindo ao sul, passando pelos pontos cotados de
1050 m, 1123 m, 1149 m, no Morro do Cagununga, de onde flete a norte, passando pela
Pedra do Pido (1193 m), dai, segue a noroeste até o ponto cotado de 1015 m, fletindo a
noroeste, passando pelo morro da Jangada; prossegue pelo limite estadual até alcancgar o
Cérrego da Velha Guarda e, mais a jusante, o Cérrego das Pedras (Folha de Tremembé);
segue a jusante por este curso d'agua até a sua confluéncia com o Ribeirdo do Bay;
atravessa, perpendicularmente, o Ribeirdo do Bau, prosseguindo no rumo norte-noroeste,
atravessando novamente a rodovia estadual MG-42 e, em seguida o Rio Sapucai-Mirim,
fletindo para oeste, acompanhando a divisa entre os Estados de Minas Gerais e Sao Paulo,
para alcangar o alinhamento de crista que coincide com o limite entre os Municipios de
Sapucai-Mirim (MG) e S&o Bento do Sapucai (SP) (Folha de Campos do Jordao); segue
pelo limite estadual, no sentido oeste-sudoeste, passando pelo Morro da Divisa dos
Morenos (1416 m) e pelo Alto do Campestre (1910 m), fletindo a norte na Serra da Balanca
e a nordeste (Folha de Paraisépolis), atravessando a rodovia estadual MG-42 e o Rio
Sapucai-Mirim até alcangar o ponto cotado de 1678 m; dai, segue rumo noroeste pela Serra
da Bocaina, acompanhando o limite estadual até o ponto em que este encontra o Cérrego
da Bocaina, quando flete para leste, passando pelo Morro do Cantagalo (1615 m), até
alcancar o alinhamento da crista da Serra da Candeléria, fletindo para o sul, passando pelo
Morro do Tatu e prosseguindo até encontrar na Serra da Coimbra o ponto cotado de 1610
m, quando flete a leste, acompanhando sempre o limite estadual que ruma, a nordeste até
encontrar a Pedra da Chita; dai, segue pelo limite entre os Municipios de Brasoépolis e
Pirangugu rumo norte, passando pela crista da Serra da Luminosa e pelo morro das Antas
até encontrar, ao norte, na Serra do Alto da Bandeira, o Morro dos Dias, onde abandona o
limite municipal, fletindo a noroeste, no Municipio de Brasépolis, passando pelo ponto
cotado de 1638 m até alcancar, na extremidade sul da Serra da Bandeira, o ponto cotado
de 1585 m; dai, prossegue a oeste, descendo pelo interflivio do esporéo da Serra da
Bandeira, atravessando o vale do Ribeirdo da Vargem Grande ou da Candelaria, até
alcangar na margem esquerda o Morro do Alegre (1149 m); dai, continua descendo para
transpor o vale do Cérrego Sdo Gabriel até alcancar, na margem esquerda, o ponto cotado
de 965 m ao sul da Serra do Tatu ou do Alegre; dai, segue a oeste, pelo interflivio entre
pequenas sub-bacias, e depois a sudoeste, até encontrar o ponto cotado de 1629 m na
extremidade norte da Serra dos Pereiras, onde alcanca o limite municipal entre Brasépolis e
Paraisopolis; dai, prossegue a oeste, pelo limite municipal, até o ponto cotado de 1333 m;
abandonando a divisa dos municipios, segue a sudoeste pela linha de cumeada da Serra do
Daniel, passando pelo Morro do Meio e fletindo a oeste pelo interfluvio, até alcancar o Morro
do Taquaracu (1079 m); dai, continua a oceste pelo interflivio, passando pelo ponto cotado
de 968 m (Folha de Campos do Jordao) e descendo o espordo no vale do Rio Sapucai-
Mirim rumo sudoeste, até alcangar a margem direita deste rio; dai, prossegue a montante
pela margem direita do Rio Sapucai-Mirim até a altura da confluéncia do Ribeirdo Vermelho,
seu afluente pela margem esquerda; segue pelo Ribeirdo Vermelho a montante até o ponto
da confluéncia com o canal do aqueduto da Usina Hidrelétrica de Paraisopolis; dai, segue
pelo Ribeirdo Vermelho até a confluéncia do primeiro tributério pela margem esquerda,
subindo por este curso d'agua pelo canal de drenagem mais ao norte, até alcancar a Serra
do Machad&o; segue pelo interflivio da Serra do Machad&ao rumo oeste até o ponto cotado
de 1691 m, fletindo dai para sudoeste, atravessando perpendicularmente a Serra dos
Cochos e descendo a crista do interflivio, até alcancar a confluéncia entre o Rio Capivari e
o Cérrego Mundo Novo, na extremidade norte do Municipio de Gongalves; prossegue pela
margem direita o Rio Capivari a jusante até a confluéncia com o Ribeirdo dos Azevedos,
que constitui a divisa de Municipios entre Paraisépolis e Consolagdo; dai, segue a divisa
entre estes dois municipios a oeste, até o ponto em que este limite passa constituir a divisa
entre Paraisépolis e Cérrego de Bom Jesus, por onde segue rumo sul, passando pelas
Serras da Pedra Chata e da Embira Branca, até a Pedra de S&o Domingos, na Serra de
Sao Domingos, ponto de convergéncia dos Municipios de Paraisépolis, Gongalves,
Camanducaia e Coérrego de Bom Jesus; dai, segue pela divisa dos Municipios de
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Camanducaia e Cérrego de Bom Jesus, constituido pelo Ribeirdo de Sdo Domingos, a
jusante rumo oeste, até encontrar o ponto de divisa entre os Municipios de Camanducaia,
Cérrego de Bom Jesus e Cambui; prossegue a oeste, passando pelas Serras da Faisqueira
e da Canguara, pela divisa entre os Municipios de Camanducaia e Cambui, até alcangar a
divisa destes dois municipios com o de Itapeva; segue pela divisa de Municipios entre
Cambui e Itapeva rumo norte, passando pelas Serras do Isidério, do Vaz e do Cabral,
fletindo dai a oeste até encontrar o ponto 1553 m, onde convergem os limites municipais de
Cambui, Itapeva e Munhoz; prossegue pela divisa entre estes dois Ultimos municipios, no
sentido geral de sudoeste, pela Serra dos Campos dos Negros (Folha de Cambui) até
alcancar o ponto de divisa entre os Municipios de Itapeva, Munhoz e Toledo na extremidade
norte da Serra do Cha; dai, segue pela divisa dos Municipios de Toledo e Munhoz, rumo
geral oeste-noroeste, até alcangar o limite entre os Estados de Minas Gerais e S&éo Paulo
na Serra do Gamelédo; segue pela linha de crista na Serra do Gameldo, acompanhando o
limite estadual, passando pelo Morro do Currupira, fletindo para o sul, descendo o
interflivio, até encontrar a cabeceira de drenagem do Cérrego do Boava, até a confluéncia
pela margem direita com o Rio Camanducaia ou da Guardinha, seguindo por este curso
d'agua a montante, coincidente ao limite estadual (Folha de Munhoz); prossegue a
montante pelo Rio da Guardinha até a confluéncia com o Cérrego dos Pitangueiras,
seguindo por este curso d'agua até alcancar a Ultima cabeceira de drenagem que verte da
extremidade norte da Serra das Pitangueiras; sobe por esta cabeceira de drenagem até
alcancar a linha de cumeada da Serra das Pitangueiras, acompanhando o limite estadual;
segue pela crista dessa serra, passando pela Pedra do Vicente Siméo, rumo sul-sudoeste,
por aproximadamente 10km até descer o interflivio no sentido da cabeceira de drenagem
do Ribeirdo dos Godéis; segue por este curso d'agua a jusante até a sua confluéncia com o
Rio Jaguari; deste ponto, acompanhando o limite estadual, segue pelo Rio Jaguari a
montante até a confluéncia do Coérrego da Guarailiva, pela margem esquerda; dai,
prossegue pelo Cérrego da Guarailva até o ponto em que este é transposto pela rodovia
federal BR-381 - Fernédo Dias, onde teve inicio esta descricéo.

Art. 4° - Fica incluida no perimetro descrito no artigo 3° deste Decreto, que define os
limites da APA-Ferndo Dias, a Area de Protecdo Ambiental da Serra do Lopo, APA-Serra do
Lopo, localizada no Municipio de Extrema, criada pela Lei n® 11.936, de 6 de outubro de
1995.

Paragrafo Unico - As atividades de implantagdo, administracédo e fiscalizacéo da
APA-Ferndo Dias seréo extensivas a APA-Serra do Lopo, que se submetera a todas as
providéncias determinadas por este Decreto.

Art. 5° - A APA-Fernéo Dias sera regida conforme as normas previstas no Decreto n°
38.182, de 29 de julho de 1996.

Art. 6° - A Secretaria de Estado de Meio Ambiente e Desenvolvimento Sustentavel
podera firmar convénio com a Secretaria de Meio Ambiente do Estado de S&o Paulo e com
outros orgéos, visando a criagdo de mecanismos e ao desenvolvimento de agbes
coordenadas, integradas e articuladas, que possibilitem uma gestdo conjunta das Areas de
Protecdo Ambiental, e seus entornos, localizadas na fronteira entre os dois Estados.

Art. 7° - Este Decreto entra em vigor na data de sua publicacao.
Art. 8° - Revogam-se as disposigées em contrario.

Palacio da Liberdade, em Belo Horizonte, aos 17 de julho de 1997.

Eduardo Azeredo - Governador do Estado

http:/Avww.siam.mg.gov.br/sla/downl oad pdf7idNorma=1473 33

121



122

ANEXO E - Loci Microssatélites desenvolvidos por Sgueiro et al. (2005)
(Adaptada de Salgueiro et al. 2005)

Loco SSR Elementos repetidos Sequéncias do primer 5™ - 3 Temperatura de
Anelamento
()
Ag 20 (GA)12 F: ACTAGGAATGGATGTTGGTG 65
R: AAGGTATGGCATCATGTCTC
Ag 23 (TA)5 F: CCCTGTTAGACCTATGGTTG 58
(GT)4 R: ATATCATCCATCAATGAGGC
Ag 45 (GN4 F: CCATCCTCCATCATTCATCC 60
AT(GT)7 R: TCCCTCCCTATGTCCCAAAG
Ag 56 (TC)11 F: 60
CCACACTCAAAACAATAGCAGTTC
R: TGAAGTTGGCCAATCAGATAC
Ag62 (TC)13 F: ATATGGTGGGGTGCCTACAG 55
R: TCCAATCGTTCCTCCAACAC
Ag94 (CT)12 F: CCCCACAATAACCCAAGATG 55
R: AGTAAAATCCGCTAACAAATGC
CRCAc1* (GA)19t F: ACAACATGGAAAACATATGAG 55
R: CCGTGTAACATTATGACTGC
CRCAc2* (GA)23t F: ATGCATGACTAGGATGAACA 55

R: ATAGTTCTGCTTATCACATCT
*Desenvolvido por Scott et al. (2003); T repeticdo emfraucaria cunninghami{Scott et
al. 2003)
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ANEXO F - Loci Microssatélites desenvolvidos por Suonidt et al. (2007)
(Adaptada de Schmidt et al. 2007)

Loco SSR Elementos Sequéncias do primer 5™ - 3° Temperatura de
repetidos Anelamento (°C)

Aang01 (CTa2 F: TGACGGGTTCACTCCTACCT 56
R: TAGGAACCCCCATTCATTTG

Aang02 (GA); F: AAGGGCCAGAATGAAAAGGT 56
R: TTCACCCCCACATATTGTTGT

Aang03 (CTs F: CGCCTACCTCAATCACTGGT 56
R: TGGGACAATGTGCTTATCC/

Aang04 (GA);, F: TTGAAACCAACCATGATCCA 56
R: GTTTTCCATTGCGATGTGG

Aang07 (GA)24 F: ACCTCACAGGGACACCTCAC 54
R: TTTTCATGCATGTTGCTTGC

Aang09 (GA)12 F: TCTTCTACAATAGCTCATTCCCTT 54
R: TGAGGAGAGGGAAGAGAAGGT

Aang12 (GA),; F: AAGGGTTCACAATGCTGAGG 56
R: TGGATTTTATTATGATGGTTGTTCC

Aangl3 (GA)20 F: AAGGGTTCACAATGCTGAGG 56
R: TGGATTTTATTATGATGGTTGTTCC

Aangl4 (GA);;, F:GAGCACGTGCAGATGTTGAT 56
R:CCATCCTCTCCATGACCACT

Aang15 (GA);s F: TGGTCGATCGTAGGGATCAT 56
R: GCTGTCGAGCCTCCTATCA!

Aangl7 (GA)2, F: TAAAAAGGGTGCAAATGTGG 56
R: TTGTCATGGTCGCATCTTG

Aangl8 (TC)q F: ACACGTTTAATCAGACGAAGAAG 54
R: ATGCCACCTTTTTCAGCAAC

Aang21 (G F: GGAGACACCTCACCCCCTA 56
R: TGATGAGGGAGGATTACAAGC

Aang22 (GA)10 F: TCAACTTGCAAGGTCACCTCTA 56
R: ATGGGAGCCCCTTCTAGTG

Aang23 (GA)1o F: TGAGGTATTTGGGCTAGCAA 56
R: CTTCCACGCTCTCACTTTCC

Aang24 (CT)e F: CTCTCCTTCCCCTTGCTCTT 56
R: AGGTGGATCACCCACTGAAG

Aang27 (CTy, F:CATGGTGGCTATTGCTCCTT 56
R: AGAAGCCATCAAAGGAGTGC

Aang28 (CNw F: TCCATTGCATTAGTTTGGGATA 58
R: TTTCCAATCATACATTCACCACA

Aang30 (CTMx F: GTGGAGGTCTTGGCTAATGG 56
R: TAGCTGGGAGCTGATCCAAT

Aang35 (GA),  F: GGTGAAGCTTCGTTTCAAGG 56
R: CCACTTGTCTTCACCAACCA

Aang36 (GA)14 F: CACCCCCTGTAGGATTCAAA 56
R: ATGGTTGCTGATGATGACGA

Aang37 (GA)1s F: GGGGAGTTTCCATGAGATGA 54
R: TCCACTCACCACTCTGAGGA
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Loco SSR Elementos

Sequéncias do primer 5” - 3°

Temperatura de

repetidos Anelamento (°C)

Aang41 (GA)12 F: TTGTCCATGTGAACGAGTCC 56
R: TCTCTCCATTATTCATACATGCTC

Aang42 (GA)ss F: TGCACCAATGAACACCACTT 56
R: GCCCACCAACTACCACCATA

Aang43 (GA)24 F: AGGCTCACATCAGGCTCACT 56
R: TGGTTTTGGTGGTCAAATCA

Aang44 (CThs F: CAGAGGGTGGACACTTGGTT 54
R: CACAAACCCCTTTTGCCTAA

Aang45 (CThs F: AGGCTCACATCAGGCTCACT 54
R:TGGTTTTGGTGGTCAAATC#

Aang46 (CT)12 F: TCCACCTACCTCAATCACTGG 56
R: TGGGACAATGTGCTTATCCA

Aang47 (GA)s5 F: GATATGAAAAGAAGGGTTCTATGCT 58

R: TTTCTTCCATTCCTCCAAGC
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ANEXO G - Frequéncia dos alelos nos oito locos migssatélites de
populagdes naturais déAraucaria angustifolia localizadas em Minas Gerais

POPULACOES
Locus Alelom DM PQ IT AL Al LI BO GO EX
AG45 N 42 48 46 47 50 50 49 49 50

160 0,429 0,344 0,315 0479 023 019 0459 05 0,27
162 0,571 0,656 0,685 0,521 0,77 081 0541 05 0,73
CRC1 N 42 48 46 46 50 50 49 49 50
195 0,143 0,208 0,239 0,141 0,07 0,11 0,102 0,143 0,16
197 0,548 0,458 0,446 0,326 0,43 043 0469 051 045
199 0,262 0,25 0,261 038 0,42 037 0347 0,276 0,25
201 0,048 0,083 0,054 0,152 0,08 0,09 0,082 0,071 0,14
AS190 N 42 48 46 47 50 50 49 49 50
170 0,119 0,031 0,033 0,011 0,04 0,05 0,153 0,214 0,01
172 0,119 0,219 0,228 0,266 0,22 0,14 0,245 0,255 0,23
174 0,226 0,219 0,239 0,234 0,2 0,18 0,153 0,184 0,25
176 0,31 0,323 0,315 0,223 03 0,24 0,235 0,143 0,28
178 0 0,021 0,011 0,011 001 O 0 0 0,02
180 0,167 0,125 0,163 0,202 0,16 0,28 0,153 0,112 0,18
182 0,06 0,063 0,011 0,053 0,07 0,11 0,061 0,092 0,03
AG20 N 43 48 39 36 47 50 48 49 50
231 0,151 0,063 0,077 0,208 0,181 0,15 0,031 0,071 0,02
233 0,081 0,031 0,077 0,028 0,021 0,02 0,021 0,02 0,02
235 0,093 0,042 0,231 0,194 0,16 0,22 0,104 0,122 0,03
237 0,186 0,219 0,154 0,125 0,266 0,12 0,125 0,122 0,19
239 0,081 0,115 0,228 0,111 0,106 0,12 0,156 0,133 0,13
241 0,256 0,271 0,141 0,167 0,096 0,15 0,26 0,286 0,28
243 0,151 0,24 0,167 0,111 0,106 0,09 0,24 0,224 0,28
245 0 0,021 0,026 0,042 0,064 0,13 0,052 O 0,05
247 0 0 0 0,014 O 0 0 0 0
249 0 0 0 0 0 0 0,01 0,02 0
AG56 N 41 47 37 32 47 50 49 48 50
140 0,049 0,085 0,23 0,094 0,096 014 0,214 0,198 0,1
142 0,488 0,202 0,297 0,406 0,468 0,39 0,296 0,24 0,25
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POPULACOES
144 0,317 0,213 0,135 0,125 0,17 0,16 0,214 0,208 0,24
146 0,11 0,191 0,149 0,219 0,085 0,12 0,143 0,156 0,21
148 0,037 0,245 0,108 0,109 0,138 0,13 0,133 0,188 0,16
150 0 0064 0081 0031 0,043 0,06 0 0,01 0,04
152 0 0 0 0016 O 0 0 0 0
AG14 N 50 43 50 50 49 50 50 50 43
200 001 0 0 003 0 0 0,02 002 0012
202 0 0 0 0 0 0 001 O 0
204 0 0081 001 004 0092 005 009 008 0,081
206 0 0 0 0 0 0 001 001 O
208 0,01 0,047 007 007 0051 004 007 005 0,047
210 0,03 0,023 003 005 001 0 001 O 0
212 02 0186 024 011 0,122 015 0,16 0,14 0,093
214 043 0,256 029 021 0265 032 025 027 0,279
216 0,08 0,023 009 0722 01194 015 015 0,18 0,151
218 0,02 0,093 011 02 04173 014 015 0,18 0,233
220 0418 0,198 0411 007 0,082 0,13 008 007 0,105
222 001 0,012 001 O 001 O 0 0 0
224 0,03 0,081 004 O 0 002 0 0 0
AG28 N 50 44 50 50 49 50 50 50 41
148 01 017 012 008 0,092 009 004 007 0,098
150 0,16 0,148 0,14 0,13 0,071 0,04 0,09 0,12 0,122
152 0,25 0,261 0,28 0,19 0,224 013 0,2 0,18 0,28
154 02 017 023 026 0276 038 0,38 0,28 0,232
156 0,05 0,057 01 0417 0,163 0,15 0,17 0,12 0,061
158 0,12 0,08 0,04 0,09 0,112 015 0,05 0,15 0,11
160 0,12 0,114 0,09 0,08 0,061 0,06 0,07 0,08 0,098
CRC2 N 50 43 50 50 50 50 50 50 42
170 0,11 0,151 0,08 0,12 0,18 0,15 01 0,16 0,214
172 0,04 0,081 01 0419 0,16 0,17 0,14 0,14 0,25
174 0,03 0,047 0,04 0,08 0411 012 01 0,05 0,119
180 0,08 0,105 0,07 0,06 0,03 004 0712 0,09 0,083
18 0,06 0,012 009 01 01 009 01 0,08 0,071
188 0 0023 014 014 01 0411 005 006 0,06
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POPULACOES
190 0,04 0,081 01 0417 0413 012 0,18 02 0,095
194 0,01 0105 01 0,12 0,11 011 0,12 0,14 0,06
196 0,17 0,174 0,08 0,02 0,07 009 0,09 0,07 0,048
198 02 0093 01 0 001 O 0 001 O
200 0411 0,035 001 O 0 0 0 0 0
204 002 0 0 0 0 0 0 0 0
206 0,03 0,012 O 0 0 0 0 0 0
208 01 0081 007 O 0 0 0 0 0
210 0 0 002 0 0 0 0 0 0




