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Introducao

A araucaria [Araucaria angustifolia (Bert.) O. Kuntze], popularmente conhecida por pinheiro-do-parana ou
pinheiro-brasileiro, é considerada o destaque da Floresta Ombrdfila Mista (FOM) ou Floresta com Araucdrias, per-
tencente ao bioma Mata Atlantica, particularmente na regidao Sul do Brasil e nas dreas de altitude elevada da regiao
Sudeste. Seu formato exuberante na forma de calice, predominante no estrato superior do dossel da floresta, a destaca
das outras espécies, resultando em beleza cénica singular que é imediatamente assimilada na memoria dos observa-
dores (Figura 1).

Figura 1. Arvore (A) e populagdo natural (B) de Araucaria angustifolia localizadas em éreas de Floresta Ombréfila Mista, em Castro, PR.

As areas brasileiras de florestas naturais com presenga de araucaria compreendiam, originalmente, cerca de
73,8 mil km? no Parang, 56,7 mil km? em Santa Catarina, 46,8 mil km? no Rio Grande do Sul e 7,7 mil km? em frag-
mentos na regido Sudeste, totalizando 185 mil km* (Machado; Siqueira, 1980). No entanto, devido ao seu elevado
valor economico, proporcionado pelo formato cilindrico do tronco e qualidade da madeira, a araucdria nativa foi
intensamente explorada nos séculos XIX e XX, principalmente para exportagdo de toras e processamento de madeira
em serrarias, servindo de matéria-prima para construgéo civil, industria moveleira e mesmo como fonte de energia.
Como resultado, sua populagdo natural foi reduzida, aproximadamente, a 3% daquela original (Banco Regional de
Desenvolvimento do Extremo Sul, 2005), sendo considerada extinta no Espirito Santo (Simonelli; Fraga, 2007). Deste
modo, a espécie foi incluida na Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameac¢adas de Extin¢ao (Brasil, 2014).

Originalmente, a FOM ocupava uma area estimada entre 18,5 e 25,4 milhdes de hectares (Machado; Siqueira,
1980; Atlas..., 2015). No entanto, atualmente hd um remanescente proximo de 3,2 milhoes de hectares de areas com
FOM (em diversos estagios de conservagao), dos quais apenas 3,1% estao sob regime de protegdo (Ribeiro et al., 2009).
Além disso, alguns cendrios de mudanga climatica direcionam para um segundo periodo (i.e., século XXI) de signifi-
cativa redugdo dos individuos da espécie, ao ponto de restarem até 2070 apenas 3,5% das atuais populagdes naturais
remanescentes, que encontrarao microrrefiigios em regides mais frias, de acordo com modelos preditivos de resposta
da araucaria as alterag¢des do clima no Brasil (Wilson et al., 2019). Adicionalmente, Wrege et al. (2017) estimaram uma
grande redugao da area de distribui¢do natural da araucaria até 2100 e, também, um possivel deslocamento das zonas de
araucdria para regides de maiores altitudes e latitudes, onde permanecerdo as menores temperaturas.

Agoes para a preservagao e/ou recuperagao de ecossistemas com araucdria ganharam forga nas tltimas décadas
para reverter a situagdo critica de sobrevivéncia da espécie. Assim, a identificagdo e o mapeamento de fragmentos
naturais da FOM tém sido realizados por diversas equipes de pesquisadores, ambientalistas e ecologistas de insti-
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tui¢des publicas e privadas (Medeiros et al., 2004; Wrege et al., 2017). Arvores de araucaria presentes em formagdes
fitogeograficas distintas servem como populagdes (pool génico) de grande utilidade, particularmente para a coleta de
material genético (sementes e pélen) a ser utilizado em programas de conservagio e melhoramento genético.

A presenca de variabilidade genética nas sementes de araucaria é essencial para a produ¢ao de mudas desti-
nadas aos programas de recuperacgdo de areas desflorestadas, principalmente quando o objetivo é a reconstituicao de
popula¢des naturais com alta variabilidade genética, visando garantir a perpetuagao da espécie. Além disso, consti-
tui-se em um pré-requisito nos programas de melhoramento genético, cujo fundamento é justamente a disponibili-
dade de progenitores detentores de ampla variabilidade de genes, particularmente daqueles vinculados a resisténcia
a pragas e doengas e a produgdo de madeira e pinhdo. Neste sentido, durante o processo de polinizagdo (livre ou
controlada) é fundamental o balango sexual entre gametas masculinos e femininos, de modo que gerem descendentes
geneticamente diversos (Sousa et al., 2021).

Em programas de melhoramento genético de espécies alégamas (i.e., com reprodugio cruzada), como aque-
las do género Eucalyptus, a coleta, o beneficiamento e o armazenamento de pélen sdo praticas bem consistentes e
rotineiras, particularmente quando ocorre assincronia fenologica entre os progenitores-alvo, ou seja, épocas distintas
de liberagao de polen e de receptividade das flores femininas, para ocorréncia da poliniza¢ao. No caso da araucaria,
embora hibridos intervarietais e hibridos interespecificos sejam parte da estratégia de programas de melhoramen-
to genético (Sousa; Aguiar, 2012) e, inclusive, ja tenham sido gerados no Brasil e na Argentina (Tesdorff, 1956;
Christian, 2018), esses procedimentos ainda estdo sendo desenvolvidos e aprimorados.

O objetivo deste capitulo é apresentar, detalhadamente, as principais etapas, técnicas e procedimentos para a
coleta, manuseio, beneficiamento e armazenamento do polen de araucdria, adotados em programas de conservagao
e melhoramento genético da espécie.

Fenologia reprodutiva da araucaria

A araucaria é uma espécie dioica, apresentando estrobilos masculinos (androestrobilos ou microestrébilos)
(Figuras 2A e 2B) e femininos (ginoestrobilos ou megaestrobilos) (Figuras 2C, 2D e 2E), cujas estruturas reproduti-
vas estdo presentes em arvores distintas, com algumas excegdes, como no caso de arvores monoicas que ocorrem em
baixissima propor¢do em populagdes naturais (Stefenon; Caprestano, 2009; Carmo et al., 2021).

Os estrdbilos masculinos produzem esporos (i.e., pdlen) em seus esporangios, que estao localizados no interior
de esporangioforos (Figura 3). Os estrobilos femininos, com aproximadamente 3 a 4 cm de diametro (Figura 2E),
estdo em estadio adequado de receptividade do pdlen, ou seja, para a ocorréncia de polinizagdo, que geralmente ocor-
re de outubro a novembro na regido Sul (Anselmini; Zanette, 2012; Kuhn; Mariath, 2014). No entanto, a fertilizagao
(i.e., a unido dos gametas masculino e feminino) ocorre somente de 13 a 14 meses apds a polinizagao, sendo que,
durante este periodo, o pdlen fica em estado de dorméncia no interior da microépila do ginoestrébilo (Goeten et al.,
2020). Segundo esses autores, os estadios de embriogénese ocorrem entre 15 e 23 meses ap6s a polinizagao; portanto,
as sementes atingem a maturacao fisioldgica aproximadamente dois anos apos a polinizagdo. Os estadios desde a
polinizagdo até a formacdo da pinha madura estdo ilustrados nas Figuras 2F, 2G e 2H.

Quando amadurecem, os graos de pélen sdo transportados para o exterior dos esporangiéforos pela agdo do
vento, que viabiliza o processo de polinizagao. Porém, o pélen da araucaria é considerado pesado e grande, com apro-
ximadamente 60 um de didmetro (Figura 4), apresentando baixa taxa de flotagdo, o que resulta em dispersao pelo
vento em curtas distdncias, geralmente menores que 600 m (Niklas, 1985; Sousa; Hattemer, 2003). Isto contribui para
a formacao de uma populagao de araucaria com certo grau de endogamia (i.e., fixagdo de alelos) e uma estruturagao
genética espacial, considerando uma drea territorial restrita, geralmente com didmetro menor que 70 m (Mantovani
et al., 2006; Sousa et al., 2021). Portanto, para fins de conservagao e melhoramento genético, a amostragem de pdlen
em arvores oriundas de florestas naturais deve priorizar individuos distantes entre si, de modo a aumentar a variabi-
lidade genética do material coletado.
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Fotos: Valderés Aparecida de Sousa (A, E, G, H); Marianne Bernardes (B, E); Ananda Virginia de Aguiar (C, D)

Figura 2. Estrobilos de Araucaria angustifolia: masculinos verdes (A) e maduros (B) (sendo os ultimos propicios para liberar

polen para seu posterior manuseio), e feminino verde (C, D) e apto para ser polinizado apds a abertura das bracteas (E). Estadios
de formagao da pinha: recém-polinizada (F), com um ano apds a polinizagao (G) e madura aos dois anos de idade (H).

Os estrobilos masculinos sao emitidos anualmente, em ramos jovens recém-formados, geralmente de fevereiro
a outubro, sendo que alcangam a maturagao fisioldgica no periodo de agosto a outubro na regido Sul do Brasil (Sousa
et al., 2021). Portanto, esta é a melhor época para a coleta de pdlen, que normalmente requer vérias expedicoes ao
campo para aumentar a amplitude genética de arvores amostradas em plena liberagdo dos esporos.
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Fotos: Marianne Bernardes
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Figura 3. Estrobilos masculinos de Araucaria angustifolia (A) e seus componentes: eixo central (antoma ou caule antomético) e
esporangioforos (B). Ampliagao de um esporangioéforo, mostrando a sua porgao peltada e resquicios do esporéngio (C).

AR

Figura 4. Imagens obtidas por microscopia, com aumentos de 100x (A) e 200x (B), mostrando a estrutura de graos de pdlen de
Araucaria angustifolia com aproximadamente 60 um de didmetro.
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Descricao dos métodos

Critérios para a escolha de locais e de arvores para a coleta de pélen

Quando o objetivo da coleta de pdlen é a constituigdo ou enriquecimento de um “banco de pélen”, tem-se
como pressuposto o incremento da diversidade genética deste material, que sera utilizado em programas de poliniza-
¢do controlada. Assim, no caso da “conservagdo genética’, os locais escolhidos para a coleta de pélen devem contem-
plar diferentes formagdes fitogeograficas em florestas naturais, onde ha maior possibilidade de encontrar diversidade
e supostas variedades geograficas da espécie. Neste contexto, para a amostragem abranger a variabilidade genética de
uma espécie florestal alégama, Nunes et al. (2021) recomendam amostrar, pelo menos, quatro populagdes naturais
distintas. No entanto, em fung¢do da ampla area de ocorréncia natural da araucaria, um maior nimero de populagdes
sera necessario.

Por sua vez, a escolha de arvores masculinas em cada populagdo natural deve ser realizada com base em crité-
rios técnicos, que reduzam o grau de parentesco (endogamia) entre os individuos amostrados, além de proporcionar
uma intensidade amostral adequada para capturar a maior variabilidade genética possivel e disponivel em uma dada
popula¢ao. De modo pratico, pode-se utilizar critérios similares aqueles exemplificados para coleta de sementes no
capitulo 1, ou seja: coletar polen, no minimo, de 25 arvores em cada populagdo natural, priorizando um distancia-
mento minimo de 100 m entre as drvores escolhidas ao acaso no interior da floresta, por meio de caminhamento em
zigue-zague. E importante ressaltar que o pélen deve ser armazenado individualmente por drvore amostrada, evitan-
do qualquer tipo de mistura ou contaminagdo. Isto permitira a realizagdo dos cruzamentos controlados desejaveis e
a manutenc¢ao desses genes para uso futuro, visando o incremento da variabilidade genética.

Métodos de coleta de pdlen

A liberagao de polen acontece quando os estrébilos masculinos estao maduros, cujo processo inicia-se pela
abertura dos esporangioforos. O ponto de maturagao do estrobilo ocorre quando este muda da cor verde para ama-
relada (Figuras 2A e 2B). Apds a completa liberagdo do pélen, os estrébilos tornam-se amarronzados (Figura 3) e,
portanto, ndo devem ser amostrados.

Tém-se duas opg¢des para a coleta de pdlen:

i) Em campo: esse tipo de coleta deve ser feito apenas nos casos em que ndo se necessita da identificagdo
precisa do individuo, tal como na realizacdo de polinizacdo massal com mix de pdlen. Sendo assim, por
ocasido do inicio da abertura natural dos esporangiéforos, utiliza-se um frasco de vidro ou plastico que é
colocado no entorno do estrdbilo, seguido de agitagdo mecénica de sua estrutura, promovendo a liberacao
do pdlen para o interior do frasco, que é posteriormente fechado com tampa, para um armazenamento
provisorio antes do beneficiamento a ser realizado em laboratdrio.

ii) Em laboratorio: é realizada a coleta prévia de estrobilos masculinos, individualmente para cada arvore,
proximo ao seu ponto de maturagao, quando ainda nao ocorreu a abertura dos esporangioforos. Estes sdao
armazenados em sacos kraft e transportados até o laboratério, onde sdo lavados em dgua deionizada e se-
cos com papel toalha. Em seguida, os estrobilos masculinos sao distribuidos dentro de caixas com fundo
telado sobre papel manteiga, para a continuidade da secagem até a liberagdo de poélen, preferencialmente
em ambiente controlado, com baixa umidade e sob temperaturas entre 20 e 25 °C. Nao se deve submeter
o polen a radiagao solar direta durante o processo de secagem, de modo a ndo comprometer a sua viabili-
dade. Apos a liberagao do polen dos estrdbilos, a bandeja deve ser agitada vigorosamente para a coleta do
polen, utilizando outro recipiente limpo disposto sob a bandeja. A seguir, o pdlen é armazenado proviso-
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riamente em frasco de vidro com tampa. Salienta-se que esse procedimento deve ser feito longe das demais
bandejas, para evitar contaminagao (i.e., mistura de polens de diferentes arvores). Ademais, quando o pro-
cedimento for repetido para o pélen de outra arvore, as bandejas, os frascos e outros utensilios utilizados
devem estar lavados e esterilizados.

Para ambos os métodos de coleta de pdlen, os frascos “provisorios” devem estar completamente limpos e
identificados, com etiquetas escritas com marcador permanente, de modo a evitar qualquer tipo de contaminagao ou
mistura de pdlens. Esta identificagdo deve incluir o nome da espécie, a data e o local da coleta, e o cddigo da arvore
amostrada em uma populagdo natural especifica.

Métodos de beneficiamento, secagem e armazenamento definitivo do pélen

O polen previamente coletado no campo ou extraido no laboratdrio é submetido a um processo de beneficia-
mento antes de seu armazenamento definitivo em ambiente refrigerado. O primeiro passo é a retirada de todas as
impurezas, incluindo residuos de estrdbilo, por meio da passagem do pdlen por um conjunto de duas peneiras, com
aberturas de malha de 16 e 170 mesh (ABNT = 18 e 170, respectivamente) (Figura 5).

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 5. Peneiramento de pdlen de Araucaria angustifolia (A), sucessivamente por duas peneiras com aberturas de malha de
16 e 170 mesh (B).

A seguir, o polen peneirado deve ser seco. O adequado grau de desidratagao do pdlen é inversamente propor-
cional a temperatura na qual ele sera posteriormente armazenado, ou seja, quanto mais frio, maior a desidratagdo
necessaria. A redugdao da umidade do pdlen diminui sua taxa metabdélica durante o armazenamento e também pos-
siveis injurias pelo congelamento (i.e., formagao de cristais que podem perfurar as membranas celulares), além de
minimizar a proliferacdo de microrganismos, como fungos e bactérias (Sousa et al., 2014).

Ha trés métodos frequentemente utilizados para secagem de pdlen de araucdria (Sousa et al., 2021):

i) Depositando os fracos de polen destampados em dessecadores com silica-gel (Figura 6A) e sob a agdo de
vacuo, por um periodo de 24 a 48 horas (dependendo da quantidade de pélen utilizada), em temperatu-
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iii)

ra ambiente. Apds este periodo, o pélen atinge a umidade adequada para armazenamento na temperatura de
-20 °C. Vale ressaltar que, a medida que se aumenta a quantidade de pélen depositada no interior do dessecador,
deve-se aumentar a quantidade de silica-gel seca (com cor azul) e substitui-la quando estiver imida (com cor
rosa). Deve-se notar que a silica-gel umedecida pode ter sua capacidade de absor¢do de 4gua recuperada, ao ser
seca em estufa com circulagio forcada de ar, geralmente sob temperatura entre 60 e 80 °C, por 24 horas.

Utilizando uma estufa de secagem, preferencialmente com circulagao for¢ada de ar, com temperatura con-
trolada de 30 °C, por 24 a 48 horas. Este procedimento possibilita que o pélen atinja a umidade adequada
para armazenamento, no médio prazo, na faixa de temperatura de -10 °C até -20 °C.

Realizando uma redugéo drastica da umidade do pdlen, com valor préximo de zero (recomendado para
espécies com pdlen ortodoxo ou ndo recalcitrante), por meio de um liofilizador (Figura 6B), que promove
o rapido congelamento do material e retira a agua por sublimagao (i.e., passagem direta da dgua do esta-
do sélido para o gasoso). O tempo de permanéncia do pélen no equipamento é definido de acordo com
particularidades de cada populagdo ou variedade geografica da espécie, devendo ser testado previamente.
Sendo assim, esse pdlen pode ser preservado por criogenia (-80 °C até -196 °C).

Fotos: Marianne Bernardes

Figura 6. Equipamentos utilizados no processo de secagem de pdlen de Araucaria angustifolia na Embrapa Florestas: dessecadores

com silica-gel (A) e liofilizador de bancada (B). Frasco hermeticamente vedado (com lacre) contendo pélen seco (C) e conjuntos

de frascos prontos para o armazenamento em freezer (D).
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O pdlen seco é acondicionado em recipiente hermético apropriado, como ampola plastica, tubo Eppendorf,
frasco de vidro de penicilina (Figuras 6C e 6D) e tubo criogénico, cuja escolha depende da temperatura de armaze-
namento e da quantidade de pdlen a ser armazenado ou usado nas polinizagdes controladas.

O pélen beneficiado pode ser armazenado em freezer (-20 °C até -40 °C; Figura 7A) ou em equipamento crio-
génico (-80 °C até -196 °C). Porém, para a conservagao da viabilidade do pélen de araucaria por longo periodo (ainda
indefinido), o método mais adequado é realizar a secagem por liofilizacdo e, posteriormente, proceder a criopreser-
vagdo em ultrafreezer (-80 °C; Figuras 7B e 7C) ou em botijao com nitrogénio liquido (-196 °C; Figuras 7D e 7E)
(Sousa et al., 2021). E importante destacar que, para o uso em polinizagdes controladas, o pélen deve ser gradual-
mente descongelado, ndo podendo ser novamente congelado e armazenado (Sousa et al., 2014). Além disso, deve-se
evitar oscilagoes de temperatura e manipulagdo frequente dos frascos armazenados sob refrigeracao, de modo que o
polen mantenha a sua viabilidade.
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Figura 7. Equipamentos utilizados para o congelamento e/ou criopreservagio de poélen de Araucaria
angustifolia na Embrapa Florestas: freezer (A), ultrafreezer (B, C) e botijao com nitrogénio (N) liquido (D, E).

Métodos para avaliar a viabilidade germinativa de graos de pélen

O polen perde progressivamente a sua capacidade germinativa ao longo do tempo, cuja intensidade depende
de: i) caracteristicas genéticas de cada espécie e individuo; ii) manejo durante a coleta, transporte e beneficiamento;
iii) intensidade de secagem; e iv) condi¢des de armazenamento. Em termos praticos, sdo utilizados métodos laborato-
riais para estimar a taxa de germinag¢ao do poélen in vitro, em meio de cultura com agar, variando-se as concentragdes
de aguicares e micronutrientes, assim como o periodo de germinagao e a temperatura (Figura 8) (Sousa et al., 2021).

No entanto, a medida que se aumenta o tempo de incubagdo (acima de 72 horas), corre-se o risco de perda
do ensaio de germinac¢do devido as caracteristicas genéticas da espécie e ao incremento da contaminagao do meio
de cultura por fungos e bactérias. Para a araucaria, ainda ndo se dispoe de um protocolo consistente para avaliar a
viabilidade de polen, uma vez que o ciclo reprodutivo da espécie é muito longo e isso se reflete na germinagao dos
graos de pélen. O periodo maximo de incubagdo estudado para essa espécie foi 96 horas, em que a contaminagao
inviabilizou o teste. Neste contexto, ensaios com diversos corantes especificos deverao abrir novos horizontes para
avaliar a viabilidade germinativa de graos de polen da araucdria. Até o momento, os melhores resultados tém sido
obtidos pelo seguinte procedimento:
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Composi¢io do meio de cultura (Figura 8A): 0,8% de agar, 10% de sacarose, e solugdo de nutrientes
(Brewbaker; Kwack, 1963) contendo 100 mg L' de H,BO,, 300 mg L'de Ca(N03)2.4H20, 200 mg L' de
MgSO,.7H,0 e 100 mg L' de KNO.,.

Preparo do meio cultura e das laminas microscopicas: o meio de cultura, ainda liquido, é distribuido
com pipeta sobre laminas microscopicas e, apds a solidificagao, receberao o pélen (Figura 8B). Recomen-
da-se utilizar um delineamento de blocos ao acaso com quatro repeticdes, para aumentar a acuracia da
avaliagdo (Figura 8C).

Adigao dos graos de polen no meio de cultura: o pdlen pode ser espalhado manualmente, em pequenas
quantidades, o mais disperso possivel, evitando a formagao de “pélens agregados”, de modo a proporcionar
condi¢des adequadas para o contato direto de todos os graos com o meio de cultura, e também para faci-
litar, posteriormente, a contagem. Pode-se, ainda, usar pincéis com pelos finos para esta finalidade, mas,
deve-se espalhar levemente a massa de pélen para nao afundar os graos no meio de cultura, de modo que
permanecam em um ambiente aerdbico.

Incubagao: as laminas com os graos de pdlen sao acondicionadas por 72 horas em uma cdmara de germi-
nagao do tipo BOD (biochemical oxygen demand), regulada com temperatura de 25 °C e umidade relativa
do ar de 100% (Figura 8D).

Fotos: Valderés Aparecida de Sousa

-

Figura 8. Meios de cultura com agar (A) para teste de germinacdo in vitro de graos de pélen de Araucaria angustifolia (B,
C), por meio de incubagido em cdmara do tipo BOD (D).
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- Coloragao dos graos de pdlen e dos tubos polinicos: apds o periodo de incubagio, adiciona-se safranina
com concentragao de 1%, pH 7, sobre as laminas (Figura 9A), para ocasionar a interrupg¢ao do processo de
germinacgao do polen e melhorar a visualizagdo de cada grao e do tubo polinico formado.

- Avaliagao da germinacao dos griaos de polen: apds o procedimento de coloragdo, alamina é avaliada em
microscopico 6ptico com aumento de 400x (ocular = 10x; objetiva = 40x; Figuras 9B-9E), quando é reali-
zada a contagem de 300 graos de polen, em campos escolhidos ao acaso, obedecendo a um deslocamento
e espacamento predefinidos na lamina. Os graos de polen sdo classificados em “germinados” e “nao ger-
minados”. Como critério de classifica¢ao, considera-se como “germinado” o grao de pélen contendo tubo
polinico com comprimento superior ao didmetro do grao.

Fotos: Marianne Bernardes

Primo Star

Figura 9. Processo de coloragdo de graos de pélen de Araucaria angustifolia com safranina (A) e posterior visualizagdo em
microscdpio 6ptico com aumento de 400x (B, C, D, E).

Considerando as dificuldades operacionais para promover a germinagdo de pdlen in vitro, métodos utili-
zando corantes especificos tém sido desenvolvidos para avaliar a viabilidade de graos de pdlen de araucaria, como
exemplificado a seguir.

O método do tetrazolio, amplamente utilizado para avaliar a viabilidade germinativa de sementes (Brasil,
2009), tem sido adaptado para analise de viabilidade dos graos de pélen, devido a rapidez da analise laboratorial e
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facilidade de sua implementacao, cujos resultados sdo baseados na coloragdo, como detalhado no capitulo 1. Outros coran-
tes especificos (e.g., carmin acético, azul de anilina de lactofenol, azul de algodao, iodeto de potassio etc.) também tém sido
testados para esta finalidade, porém, os estudos ainda estdo em fase de desenvolvimento e validagdo (Sousa et al., 2021).

Recomenda-se que a avaliagdo da viabilidade do pdlen seja realizada em duas etapas: i) imediatamente antes
de seu armazenamento refrigerado; ii) por ocasiao de seu uso nas poliniza¢des controladas.

Analises genéticas de DNA de amostras de pdlen

Em termos de conservac¢ao da araucdria, é importante que haja uma participagao equitativa de ambos os sexos
(i.e., diversidade de gametas masculinos e femininos) na formagao da geragdo subsequente, ou seja, a variabilidade
genética dos graos de polen é fundamental na polinizagdo e forma¢ao de sementes de alto valor biologico (Sousa
etal., 2021). Assim, estudos genéticos, por meio do sequenciamento de nucleotideos de moléculas de acido desoxir-
ribonucleico (DNA), constituem uma importante ferramenta biotecnoldgica para estimar a diversidade genética, o
fluxo génico, o grau de endogamia, a estrutura genética espacial e a dispersao de pdlen de populagoes de araucaria
(Stefenon et al., 2008; Medina-Macedo et al., 2015).

No caso da araucdria, a analise de DNA tem sido realizada para a massa de pdlen proveniente de cada arvore
masculina, ndo sendo necessaria a genotipagem individual por grao de pélen, como realizado para outras espécies
(Mase et al., 2014). Dentre as técnicas mais utilizadas para esta andlise de DNA destacam-se os marcadores microssa-
télites [simple sequence repeats (SSRs)] e aqueles baseados no polimorfismo de um tnico nucleotideo [single nucleo-
tide polymorphism (SNP)], como descrito no capitulo 3.

No entanto, em termos praticos, a contribuicao genética do progenitor masculino (grao de pélen) na semente
pode ser obtida por meio da diferenga do DNA do genétipo materno (i.e., endosperma da semente, que é haploide)
e 0 DNA do embrido resultante (que é diploide). Portanto, a analise de DNA de pdlen é desnecessaria para as finali-
dades mencionadas anteriormente.

Consideragoes finais

Técnicas e procedimentos adequados para a coleta, manuseio, beneficiamento e armazenamento do pélen
de populagdes naturais ou plantadas de araucaria sdo importantes fatores para o sucesso da conservagao genética
e continuidade da espécie. A conservagdo do pool génico (i.e., conjunto de pdlens) das arvores masculinas podera
contribuir para a formacao de cole¢des ativas de germoplasma e, também, para a realizagdo de polinizagdes contro-
ladas para atender objetivos especificos de programas de conservagao e melhoramento genético, como a obtencao de
materiais mais produtivos e resistentes a pragas, doengas e mudangas climaticas. As mudas seminais advindas dessas
poliniza¢des poderdo ser destinadas aos programas de restauragao florestal, enriquecimento de fragmentos da FOM,
além de usos diversos para fins comerciais.

Os métodos utilizados para coleta, beneficiamento, armazenamento e avaliagdo da viabilidade do pdlen de
araucaria avangaram muito nos tltimos anos, resultando em procedimentos com significativo grau de assertividade.
Algumas melhorias estdo sendo implementadas com o objetivo de aumentar a precisdo e o rendimento operacional
de cada etapa, de modo que as técnicas possam ser amplamente utilizadas por interessados na conservagao e/ou no
melhoramento genético da espécie.

Estudos sobre a fenologia reprodutiva da araucaria necessitam ser ampliados para diferentes formagdes fito-
geograficas em florestas naturais da FOM no territério brasileiro, de modo a gerar informagdes sobre as épocas de
produgdo e maturagao de poélen, o que sera um facilitador para orientar as expedi¢cdes de campo destinadas a coleta
de polen em diferentes ambientes e condi¢des climaticas.
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