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RESUMO

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose (Bignoniaceae),
conhecida como Ipé-amarelo, é considerada uma arvore simbolo do Brasil,
caracteristica de florestas pluviais densas, secundarias e campinas da América
Latina e, no Brasil ocorre, da regido amazoénica até o sudeste. Essa espécie tem
um importante papel econdmico fornecendo madeira, substancias para a
industria farmacéutica e também para projetos de urbanizacdo e paisagismo. A
exploracdo indiscriminada de sua madeira pode levara a perda significativa de
alelos, o que pode levar até mesmo a extingdo da populacdo. O conhecimento
fenolégico juntamente com o genético pode auxiliar em programas de
conservacdo da espécie. Objetivou-se, no trabalho, analisar e conhecer a
fenologia e as caracteristicas genéticas da espécie, bem como sua diversidade e
estrutura genética espacial, em individuos localizados em areas urbana e rural.
Para tanto, foram amostrados 96 individuos localizados em duas populacdes, nos
municipios de Lavras/MG e ltumirim/MG, considerados populacdo urbana e
rural respectivamente. Os individuos foram amostrados aleatoriamente e foram
apenas utilizados aqueles que apresentaram evento reprodutivo. Para as analises
genéticas, foram utilizados nove primers ISSR, que geraram 96 bandas
polimérficas. Os resultados indicam baixa diversidade genética para 0s
individuos presentes em area urbana (He = 0,38) e éarea rural (He = 0,40). A
AMOVA mostrou que existe maior diversidade dentro das populac6es (93,3%).
A estrutura genética espacial indicou coancestria, em ambos os locais (P > 0,05),
a distancias abaixo de 600 e 900m, nas areas urbana e rural, respectivamente. A
fenologia apresentou sazonalidade da espécie, em relacdo as fenofases
reprodutiva e vegetativa e eventos ocorreram de maneira sincrdnica, sendo a
precipitacdo o fator de maior influéncia. Na area urbana, a ocorréncia das
fenofases foram mais intensas, quando comparadas a area rural.

Palavras-chave: Ipé-amarelo. Marcadores moleculares. Estrutura genética.



ABSTRACT

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose (Bignoniaceae), known
as yellow Ipe, is considered a symbol of Brazil, characteristic of dense and
secondary rain forests, as well as of the plains of Latin America. In Brazil, its
occurrence extends from the Amazon region to the southeast region. It plays an
important economic role in providing wood, substances for the pharmaceutical
industry, and for urbanization and landscaping projects. The indiscriminate
exploitation of Ipe wood can lead to the significant loss of alleles, which can
cause the extinction of its population. Phenological and genetic knowledge can
assist in conservation programs for the species. This study aimed at analyzing
and understanding the phenology and genetic traits of this species, such as its
diversity and spatial genetic structure concerning individuals located in urban
and rural areas. For this purpose, we used 96 individuals, located at two
population sites within the municipalities of Lavras, Minas Gerais (MG), Brazil,
and Itumirim (MG), considered urban and rural populations, respectively.
Samples were randomly taken, using only those presenting reproductive event.
For the genetic analyzes, nine ISSR primers generated 96 polymorphic bands.
The results indicate low genetic diversity for individuals present in urban areas
(He = 0.38) and rural areas (He = 0.40). The AMOVA showed that there is
greater diversity within populations (93.3%). The spatial genetic structure
indicated co-ancestry on both sites (P > 0.05), at distances of 600 and 900 m, in
urban and rural areas, respectively. Phenology presented seasonality in relation
to reproductive and vegetative phenophases. The events occurred in a
synchronous manner, with precipitation factor being of greate influence. In the
urban area, the occurrence of phenophases was more intense when compared to
rural areas.

Keywords: Yellow Ipe. Molecular markers. Genetic structure.
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1 INTRODUCAO

Handroanthus serratifolius (Vahl) S. O. Grose (Bignoniaceae), também
conhecido como Ipé-amarelo ou Pau d’arco amarelo, pertence a familia
Bignoniaceae. Por muito tempo, a espécie foi considerada como pertencente ao
género Tabebuia, no entanto apds a realizagdo de estudos de filogenia molecular
passou a ser considerada como Handroanthus (OLMSTEAD; GROSE, 2007).

A espécie é amplamente encontrada nos dominios fitogeograficos
brasileiros (Amazonia, caatinga, cerrado, mata atlantica e pantanal),
caracteristica das florestas pluviais densas até altitudes de 1200m, ocorrendo
também em florestas secundarias.

O Ipé-amarelo é considerado uma arvore simbolo do Brasil, com
potencial de uso no reflorestamento de areas degradadas e na ornamentacéo,
além de possuir propriedades medicinais (VIDAL-TESSIER, 1988). Sua
madeira é empregada em marcenaria, construcfes pesadas e estruturas externas,
tanto civis quanto navais. A arvore é amplamente utilizada em paisagismo e
arborizagdo urbana devido a beleza de sua floracéo.

Com o rapido crescimento das atividades humanas, a expansdo
agropecuaria e industrial, as areas de ocorréncia do Ipé-amarelo foram e
continuam sujeitas a destruicdo e fragmentacdo de habitat. Esse processo reduz a
biodiversidade e coloca em risco a estabilidade de populagdes nativas, pois leva
a sua diminuicdo ou até mesmo a extincao, pela perda de diversidade genética.

Ac0es de conservagéo de espécies requerem conhecimentos ecologicos e
genéticos. A quantificacdo da estrutura genética das populagdes e a identificacao
do comportamento reprodutivo das espécies sdo parametros norteadores de
medidas de conservacdo. A fenologia estuda a ocorréncia de eventos repetitivos
e sua relacdo com o meio biotico e abiotico, buscando esclarecer a sazonalidade
dos fendmenos bioldgicos (MORELLATO; LEITAO FILHO, 1990). Esse
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estudo é essencial para o conhecimento da ecologia e da evolucdo da dinamica
dos ecossistemas florestais, 0 que permite obter informacBes sobre a
sazonalidade de seus eventos bioldgicos e também de fatores ecoldgicos, como:
migracao de aves, periodo reprodutivo de animais e atividades de insetos.

A fenologia caracteriza-se como um requisito basico para monitorar,
gerir e conservar os ecossistemas (NEWSTRON et al., 1994) e, em meio ao
cenario climatico global, compreender como os processos fenolégicos ocorrem e
evoluem. E fundamental diante das mudancas iminentes e suas consequéncias,
em relacdo aos ambientes naturais e produtivos (ELZINGA et al., 2007;
MORELLATO, 2007).

O estudo da estrutura genética de populacdes é realizado com
marcadores moleculares, o que possibilita avancos nos estudos de espécies
arbdreas, principalmente para descrever a organizacdo da variabilidade genética
em populacBes naturais (VIEIRA; CARVALHO, 2008). Estes estudos sdo
importantes para conservacao e manejo florestal, pois este conhecimento gera
melhor compreensdo da estruturacdo das populacdes e garante a perpetuacdo da
espécie.

Diante dos argumentos, o presente trabalho, utilizando-se de marcadores
moleculares baseados em sequéncias repetidas (Inter Simple Sequence Repeats)
ISSR e dados de fenologia da espécie, objetivou analisar e conhecer a
diversidade genética e a estrutura genética espacial de Handroanthus
serratifolius (Vahl) S. O. Grose (Bignoniaceae) e seus aspectos fenoldgicos, nos

ambientes urbano e rural.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Handroanthus serratifolius (Vahl) S.O. Grose (Bignoniaceae)

Comumente conhecida como Ipé-amarelo ou Pau d’arco, a espécie
pertence & familia das Bignoniaceae, é também considerada arvore simbolo do
Brasil e do municipio de Lavras que é conhecida como a Cidade das Escolas e
dos Ipés. A espécie foi classificada como Tabebuia serratifolia, entretanto
estudos de filogenia molecular a classificaram como Handroanthus serratifolius
(OLMSTEAD; GROSE, 2007).

A espécie é encontrada nos paises da América Latina e, no Brasil, ocorre
nas regides Amazbnica, Nordeste, até a regido Sudeste. Handroanthus
serratifolius € caracteristica das florestas de terra firme, floresta estacional
perenifolia, floresta ombrofila e floresta ombréfila densa (LOHMANN, 2015).
As arvores sdo normalmente encontradas em areas de borda ou isoladas em areas
abertas, como as pastagens (Figura 1).

S&o arvores de médio porte com tronco esguio e casca grossa, bastante
utilizadas para fins madeireiros (como na construcdo civil, naval e moveleira),
paisagismo, reflorestamento de areas degradadas e propdsitos medicinais
(VIDAL-TESSIER, 1988; RODRIGUES; MARTINS; BARROS, 2004;
AWALE et al., 2005).

Apresentam folhas compostas de margem serrilhada, corola tubular,
fruto tipo cépsula linear e em sua casca e caule sdo encontradas substancias que
apresentam caracteristicas antibacterianas (PARK et al., 2005), antitumorais
(CHENNA et al., 2001), fungicidas (PORTILLO et al., 2001).

O ipé-amarelo é uma arvore com folhagem do tipo decidua, ja que perde
suas folhas no periodo do inverno e elas reaparecem logo apos a floracdo o que

ocorre por volta do més de outubro. Produz uma grande quantidade de sementes
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aladas (LORENZI, 1992) que, no entanto, apresentam problemas de germinacao
e de conservacdo (OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 1 - Individuo de Handroanthus serratifolius.

2.2 Diversidade e Estrutura Genética

A diversidade genética é essencial para a sobrevivéncia das espécies.
Essa diversidade é resultante de mecanismos que atuam diretamente nas trocas
genéticas, que agem no descarte das mal preparadas ou mal formadas e
favorecem o aumento das populacGes mais adaptadas ao ambiente. O meio de
acdo desses mecanismos sdo as variantes internas dentro das populagtes, que
criam diferenciagdes, criando variabilidades entre as espécies (TORGGLER;
CONTEL; TORGGLER, 1995).

Perdas de diversidade ocorrem com frequéncia e por vérios fatores, por
exemplo, deriva genética, endogamia e selegdo natural (NEI, 1987). Este cenario

é alvo dos estudos da genética da conservacdo, que baseia 0 uso da teoria e das
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técnicas da genética, para reducdo do risco de extingdo das espécies ameagadas
para preservar a biodiversidade. A perda da variabilidade é seu tema central,
pois, populagdes pequenas, (especialmente de espécies aldgamas), que ocorrem
em areas fragmentadas podem sofrer depressdo por endogamia, levando a perda
de heterozigosidade, de diversidade genética e da adaptabilidade (FRANKHAM,;
BALLOU; BRISCOE, 2008).

As espécies arbdreas sdo suscetiveis a vivenciar diferentes alteragdes no
clima e condigdes ambientais, tornando imperativo o estudo de sua diversidade
genética, que é a fonte de sua resisténcia aos ambientes (HAMRICK, 1983).
Este estudo deve vislumbrar o levantamento da probabilidade de adaptacdo da
espécie as possiveis condices ambientais hostis. Os estudos destas
variabilidades genéticas sdo a base para as acdes eficientes de conservacdo
(YEEH; KANG; CHUNG, 1996). As florestas tropicais contemplam enorme
diversidade de espécies e plurais sistemas de reproducdo que se relacionam com
diversos tipos de agentes polinizadores e de dispersores de sementes (GROSS,
2005; MACHADO; LOPES, 2004). Constata-se que as espécies arbdreas
tendem a possuir relativa vantagem se comparadas a outras plantas, ou animais,
em se tratando de variacdes genéticas (SOULE, 1986).

A estrutura genética é a forma pela qual a variabilidade genética é
distribuida entre e dentro dos niveis hierarquicos de subdivisdo de uma
populagdo (BROWN, 1978). Esta ultima que é definida como a distribui¢do nao
aleatoria dos alelos e genétipos (HAMRICK; GODT, 1990), pode ser verificada
entre grupos progénies, entre populacGes geograficas distintas ou grupos locais.

Os processos microevolutivos como mutagdo, migracdo, deriva genética
e selecdo atuam dentro de espécies influenciando sua estrutura genética,
interferindo na distribuicdo heterogénea, ou seja, ndo aleatoria, dos alelos e dos
genotipos no espago e no tempo (HAMRICK, 1982). Desconsiderando-se

fatores como processos meidticos ou a organizagdo do genoma como potenciais
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variaveis das frequéncias alélicas. Fatores ecolégicos como o ambiente, a
densidade populacional, as relagdes entre individuos e as populacfes locais, o
sistema de reprodugéo, os mecanismos de polinizacdo, a dispersdo e dorméncia
das sementes, o ciclo de vida, o estagio sucessional, a fenologia, o tamanho e a
distribuicdo espacial das populacdes afetam diretamente a estrutura genética de
populagbes (LOVELESS; HAMRICK, 1984). A heterogeneidade entre as
populacdes se deve a selecdo e a deriva genética, tendo como forga contraria o
fluxo génico (HAMRICK; GODT, 1990). E caracterizada também por fatores
genéticos como a variabilidade morfoldgica e quantitativa dentre os individuos,
sistema reprodutivo, padrGes de fluxo génico e adaptabilidade ambiental
(MARTINS, 1987).

O teorema de Hardy-Weinberg, que é referéncia nos estudos de estrutura
genética, expbe que, ao se realizarem cruzamentos ao acaso em uma populacdo
de tamanho infinito, ao longo da passagem das geracdes, as frequéncias génicas
e genotipicas permanecerao constantes, desde que ndo ocorra migracao, selecdo
ou deriva. Assim, calcula-se teoricamente a frequéncia de determinado genétipo,
independente da quantidade de alelos existentes (FUTUYMA, 1992).

De acordo com Hamrick e Godt (1996), o estudo da variabilidade
genética, dentro de uma espécie, leva ndo s6 a um enriquecimento do
conhecimento genético, mas também a uma possivel compreensao dos processos
historicos ligados a sua evolugdo. O aprofundamento nessas analises €
fundamental para embasar possiveis a¢bes de conservagdo e de mudancas
evolutivas, auxiliando no manejo eficiente dos recursos das popula¢@es naturais,
além de produzir evidéncias de sua historia evolutiva (WEIR, 1990). No caso
das espécies arblreas, esses conhecimentos se elevam em importancia das
florestas tropicais, por elas se constituirem como elementos base do ecossistema,
ja que possuem maior longevidade e sua variabilidade genética favorece a todo o

ecossistema, na resisténcia a fatores desfavoraveis (BARREIRA, 2005).
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2.3 Marcadores ISSR (Inter Simple Sequence Repeats)

Em meados dos anos 1990, a analise da estrutura e diversidade genética
elevou exponencialmente suas potencialidades devido a difusdo dos métodos
moleculares  baseados na amplificacdo da sequéncia do DNA
(HOLDEREGGER; KAMM; GUGERLI, 2006). Esse progresso possibilita a
decodificacdo genética de grandes volumes amostrais de individuos e
populacdes de varias espécies distintas de vegetais, auxiliando o entendimento
de padrbes de fluxo génico, de dispersdo e selecdo (ROLDAN RUIZ et al.,
2000).

O custo, a simplicidade de uso, a tecnologia, a repetibilidade, a
capacidade de diferenciacdo entre os individuos, espécie, modo de heranca
codominante ou dominante sdo exemplos das diferencas entre os marcadores
(AGOSTINI, 2008). Estas diferencas sdo consideradas para escolha do tipo de
marcador que melhor se adequara aos objetivos da investigacao.

Um marcador molecular muito utilizado em genética de populages sdo
0s chamados SSR (sequéncias simples repetidas), também conhecidas como
microssatélites. Estes sdo constituidos de pequenas sequéncias de nucleotideos
de uma a seis bases, repetidas em tandem e dispersas aleatoriamente no genoma
de eucariotos. Para a utilizacdo eficiente deste tipo de marcador é necessario
conhecimento prévio da sequéncia que flanqueia os microssatélites para a
construgdo dos primers usados nas reagdes PCR (Reagdo da Polimerase em
Cadeia) (LIU; WENDEL, 2001). Para contornar essa questdo, Zietjiewicz,
Rafalski e Labuda (1994) desenvolveram os marcadores ISSR (Inter Simple
Sequence Repeats), que sdo marcadores baseados em SSR, em que se utilizam
de sequéncias complementares aos préprios SSRs como primers.

O ISSR ¢é um marcador classificado como semiarbitrario, tendo ao final

de sua sequéncia 3’ ou 5’ de 1 a 4 bases de purina ou piramidina, com um
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dinucleotideo parcialmente degenerado (SOUZA et al., 2005; LIU; WENDEL,
2001). Segundo Fang e Roose (1997), as sequéncias-alvo dos ISSR existem, em
grande nimero ao longo do genoma de eucariotos e assim como 0s SSRs,
podem amplificar as regides onde a enzima Taqg polimerase atua, produzindo
grandes quantidades de fragmentos polimorficos (GE; SUN, 2001; NARZARY;
RANA; RANADE, 2010) e evoluem com bastante rapidez, fato que os torna
especialmente interessantes para a genética de populagdes. O uso destes
marcadores ISSR é cada vez mais utilizado nos estudos de populagdes de
plantas, fungos, insetos e vertebrados (WOLFE, 2005; NASCIMENTO et al.,
2010; FARJADO; VIEIRA; MOLINA, 2014; BARBOSA; FREITAS;
MORALES, 2014; SILVA et al., 2014), pois estes possuem evidentes vantagens
—algumas ja elencadas — como menor custo, dispensa de informacdes prévias do
genoma, resultado mais amplo em marcadores polimérficos, maior rapidez,
facilidade técnica e ainda podem ser usados com maior aplicabilidade
taxondmica (SU; WANG; OUYANG, 2009; ZIETKIEWICZ et al., 1994).

Os marcadores Randon Amplified Polymorphic DNA (RAPD) e ISSR
possuem protocolos de amplificacdo e analise de dados muito similares, porém o
ISSR suporta maiores temperaturas de anelamento, gerando maior
reprodutibilidade dos fragmentos amplificados e apresenta maior superficie de
ancoragem, com sequéncias mais longas e consequente robustez nos resultados
(WOLFE, 2005; QIAN et al., 2001; BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO,
2011).

Holsinger, Lewis e Dey (2002) desenvolveram a abordagem bayesiana,
que consiste na separacdo das variagdes genéticas com dados derivados de
marcadores dominantes. Esta abordagem minimiza o carater dominante dos
marcadores ISSR. Os efeitos desta espécie de marcador, ou seja, 0s gendtipos
heterozigotos, ndo sdo detectados pelo indice de diversidade de Shannon
(Dawson et al.,, 1995; ; SU; WANG; OUYANG, 2009), que baseia-se na
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frequéncia do fragmento amplificado (auséncia ou presenca), na populagdo
(BRANDAO; VIEIRA; CARVALHO, 2011).

2.4 Fenologia

A fenologia é o estudo da ocorréncia de eventos biolégicos repetitivos,
bem como as causas de sua ocorréncia em relacdo aos fatores bidticos e
abidticos. Também analisa as inter-relagdes entre as fases caracterizadas por
esses eventos para uma ou mais espécies (LIETH, 1974). A fenologia pode
fornecer informacd@es relevantes sobre a interagdo das plantas com seu ambiente.

O estudo da fenologia representa uma Otima ferramenta para o
entendimento dos fatores que influenciam a reproducdo e a sobrevivéncia das
espécies vegetais (MORELLATO et al. 2000, 2010). As plantas apresentam
estratégias fenoldgicas relacionadas as caracteristicas ambientais de seus
habitats, ao seu habito, biologia reprodutiva e modo de dispersdo
(CONCEICAO; FUNCH; PIRANI, 2007). Camacho e Orozco (1998)
ressaltaram que, com a ampliacdo e a compreensdo dos padrdes fenoldgicos das
espécies arbdreas nos ecossistemas naturais e suas interacdes, é possivel gerar
conhecimento para programas de conservagdo de recursos genéticos e auxiliar
no planejamento de restauracdo de ecossistemas.

Os estudos fenoldgicos sdo importantes para a compreensdo da dindmica
das comunidades florestais e servem como indicadores das respostas destes
organismos as condigdes climaticas e edaficas (FOURNIER, 1974). A sujeicéo a
diferencas destas condigdes pode alterar a dindmica e estruturagdo das
comunidades, podendo tornar critica a condicdo de sobrevivéncia e de
reproducdo das plantas (RATHCKE; LACEY, 1985) e animais que dependem
destas para subsisténcia. Individuos detentores de papéis fundamentais como

herbivoros, polinizadores e dispersores, sdo diretamente atingidos por tais
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situacbes, que podem influir inclusive em suas historias evolutivas
(JUSTINIANO; FREDERICKSEN, 2000; TALORA; MORELLATO, 2000);
essa compreensdo € de fundamental importancia para conservacdo e manejo de
espécies nativas e ameacadas (OLIVEIRA, 2008).

O monitoramento fenoldgico é realizado por meio de observagdes
sistematicas do ciclo de vida das plantas, que compreendem suas fenofases
vegetativas, que envolvem o brotamento e a queda foliar e as fases reprodutivas
como a floracdo e a frutificagdo (BENCKE; MORELLATO, 2002a). As
alteracdes nos eventos fenoldgicos pode ser um sinal de variagbes climaticas

importantes.



22

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Area de Estudo

Para avaliar os efeitos do ambiente de ocorréncia de Handroanthus
serratifolius sobre a diversidade e eventos fenoldgicos foram analisados e
comparados individuos de duas localidades, chamados de rural e urbana. A
populagdo rural localiza-se nas coordenadas 21°24°27”’S e 44°79°15”°’W, no
municipio de Itumirim/MG e foi assim designada por apresentar: areas de
plantacdes de culturas anuais, pastagens e pequenas areas com corredores e

fragmentos de mata nativa (Figura 2).
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Figura 2- Zona urbana de Lavras onde foram amostrados os individuos de
Handroanthus serratifolius

A populacdo urbana estd localizada nas coordenadas 21°22°85’S e
44°97°99°°W, no municipio de Lavras/MG, no campus da UFLA e suas
imediacdes. Essa area € bastante urbanizada e sofre interferéncia constante das

acoes humanas (Figura 3).
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Figura 3 - Zona rural de Itumirim onde foram amostrados os individuos de

Handroanthus serratifolius.

O clima da regido é classificado como Cfb, é considerado ameno com
precipitacdo anual superior a 3.300mm (ALVARES et al.,2014).

3.2 Amostragem

Para as analises dos eventos fenoldgicos foram selecionados 96
individuos, sendo que 48 individuos eram da area urbana e 48 da area. Todos 0s
individuos foram identificados e georreferenciados com o aparelho GPS (E-
TREX Legend HC-x Garmin), e tiveram registradas as medidas de diametro a
altura do peito (DAP).

Para a realizacdo dos estudos da diversidade genética foram coletadas
amostras foliares de todos os individuos das areas urbana e rural, relacionados
na descricdo dos estudos de eventos fenoldgicos. As amostras foram
acondicionadas em sacos plasticos, contendo silica, e levadas ao Laboratdrio de

Conservacao Genética, para serem mantidas sob refrigeragéo.
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3.3 Fenologia

As observacdes dos eventos fenoldgicos foram realizadas em todos 0s
individuos amostrados, mas apenas foram utilizadas para as analises aquelas
que, durante o periodo total de estudo, apresentaram, a0 menos um evento
reprodutivo, assegurando-se, assim, que todos os individuos eram reprodutivos.

O acompanhamento fenoldgico foi realizado por visitas quinzenais,
durante o periodo de um ano, que foi de novembro de 2013 até outubro de 2014
e foram observados os seguintes eventos: folhas jovens, folhas maduras, botéo
floral, inflorescéncia, fruto imaturo e fruto maduro.

Como método de avaliacdo foram utilizados indices de atividade e de
intensidade (método de Fournier). No indice de atividade é constatada somente a
presenca ou auséncia da fenofase no individuo. Esse método tem carater
quantitativo a nivel populacional, capaz de estimar se hd ou nao sincronia entre
os individuos, considerando que, quanto maior o numero de individuos
manifestando a fenofase ao mesmo tempo, maior é a sincronia (BENCKE;
MORELLATO, 2002b). No método de Fournier, os valores sdo obtidos em
campo mediante uma escala intervalar semiquantitativa de cinco categorias (0 a
4), com intervalo de 25% entre cada categoria, 0 que permite estimar a
porcentagem de intensidade da fenofase, em cada individuo (FOURNIER, 1974;
BENCKE; MORELLATO, 2002a).

A correlagdo de Spearman (ZAR, 1999) foi utilizada para analise das
fenofases, a fim de se verificar a influéncia das variaveis ambientais umidade
relativa e precipitacdo sobre os eventos fenoldgicos, nos indices de atividade e
intensidade, considerando que os dados ndo sdo paramétricos. Com os dados
climatoldgicos, obtidos através do banco de dados da Universidade Federal de
Lavras, referentes ao periodo de estudo, correlacionaram-se aos dados

fenoldgicos.
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Também foram utilizadas analises de dados circulares para testar a
ocorréncia de sazonalidade nas fenofases, onde os dias do ano sdo convertidos
em angulos (0-360°), sendo que cada més equivale a 30° a frequéncia de
ocorréncia da fenofase na populacdo é entdo relacionada ao angulo
correspondente e sdo calculados a direcdo e tamanho do vetor médio, a variancia
circular ou dispersao do vetor médio (r) e a conversdo do angulo médio em data
média (FISHER, 1993). O teste de Rayleigh (z) é entdo aplicado para verificar
se ha uma distribuicdo uniforme do evento ou se este apresenta sazonalidade.
Quando a sazonalidade foi significativa para o evento, no periodo avaliado, o
teste F de Watson-Williams foi aplicado para avaliar se o0s eventos sdo
sincrénicos (ZAR, 1999; MORELLATO et al.,, 2000). O mesmo teste foi
aplicado para verificar a ocorréncia de sincronia dos eventos entre as condigdes,
quando estas apresentavam sazonalidade significativa (ZAR, 1999). O vetor r
pode variar de 0 a 1, sendo 0 ndo sazonal e 1 altamente sazonal.

O software Oriana 4.01 (KOVACH, 2013) foi utilizado para as analises
estatisticas circulares, e para correlacionar dados fenoldgicos e dados genéticos,
utilizou-se o software Bioestat 5.0 (AYRES et al., 2007).

3.4 Aspectos genéticos

3.4.1 Extracdo do DNA Gendmico

Com algumas modificacOes, para a extracdo do DNA foi utilizado o
protocolo do CTAB (DOYLE; DOYLE, 1990). Nesse método, foram utilizadas
entre 150 e 200 mg de tecido foliar de cada individuo para maceracdo em
almofariz, utilizando polivinilpirrolidona (PVP insoltvel). Foram adicionados
800 pL de tampao de extragdo pré- aquecido a 65°C. O tampdo constitui-se de 2%
de CTAB (Cetyl trimethylammonium Bromide), Tris HCL 1M (pH 8,0), EDTA
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(ethylenediaminetetracetate)0,2 M (pH8,0),NaCl 1,4 M, 1% PVP (40) e 0,2 %
de B-mercaptoetanol. Ap6s a maceracdo, o material foi colocado em tubos de 2
ml devidamente identificados, homogeneizado e colocados em banho-maria por
60 minutos a 65°C, com agitagdes periddicas, em intervalos de 10 minutos.
Nesta primeira etapa, ocorre a solubilizacdo das membranas celulares.

A primeira extracdo dos &cidos nucléicos foi realizada com 600 uL de
solvente organico cloroférmio alcool isoamilico, na proporgdo de 24 partes de
cloroférmio para uma parte de alcool isoamilico (24:1). Em seguida, os tubos
foram agitados manualmente, durante 5 minutos. As amostras foram colocadas
em centrifugacdo (12.000 rpm), por 10 minutos, separando-se a fase orgéanica da
fase aquosa. O sobrenadante (fase aquosa superior) foi retirado, e transferido
para novo tubo, no qual se adicionaram 60 uL de solu¢do 10% CTAB e 1,4 M
NaCl. Apo6s homogeneizagdo, nova extragdo com 600 pL de cloroférmio-alcool
isoamilico (24:1) foi feita e as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm, por
10 minutos. A nova fase aquosa superior foi transferida para novo tubo,
adicionando-se 450 uL de isopropanol gelado e deixado para precipitar
(overnight) no freezer.

Ap0s a precipitacdo do DNA, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 12.000 rpm, a 4°C. Posteriormente, formou-se um pellet visivel
contendo o DNA. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado duas vezes
com 100 pL de etanol 70%, por 5 minutos. Apds nova centrifugagdo (10.000
rpm, por 5 minutos), o etanol foi descartado. O pellet foi lavado novamente com
etanol a 100%, por 5 minutos. Apos a lavagem, as amostras foram expostas em
temperatura ambiente até total evaporagdo do etanol. O DNA foi ressuspendido
em 100 pL de solu¢do TE (1% v/v Tris-HCL 1M pH 8,0 e 0,2% v/v de EDTA
0,5 M pH 8,0 com &gua ultrapura autoclavada). As amostras de DNA foram

acondicionadas em freezer a -20°C. Foram feitas diluicbes padronizadas em
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todas as amostras para realizacdo da reacdo de amplificacdo, pegando-se 1uL do
DNA ressuspendido e adicionando-se 100 uL de TE (diluicdo 1:100).

Foram testados 14 primers ISSR em 12 amostras provenientes das duas
populagdes. Verificou-se o perfil de amplificacdo de cada primer em gel de
agarose apds eletroforese. Dentre os primers testados, nove foram selecionados
por apresentarem melhor amplificacdo e um nimero maior de fragmentos com
boa resolucéo.

As reacOes foram preparadas em placas para PCR, aplicando em cada
poco uma aliquota de 2uL de DNA diluido (1:100) e a essas amostras foi
acrescentado 10pL de mix para PCR. As reacGes foram conduzidas em
termociclador, onde as amostras sofreram desnaturacgdo inicial a 94°C por 2
minutos, seguidos de 37 ciclos de amplificacdo e cada ciclo constituiu-se de 15
segundos a 94°C, 30 segundos a 42°C e 1 minuto a 72°C; no final do altimo ciclo
a extensdo foi de 7 minutos a 72°C.

Os produtos da amplificagdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose 1,5%, corado com brometo de etideo (5 mg/mL). As corridas foram
realizadas em cuba horizontal, mergulhadas em TBE 0,5X por um periodo de 1
hora e 30 minutos, a 90V. Para estimar o tamanho molecular dos fragmentos
utilizou-se marcador molecular de DNA — ladder de 1 kb. Posteriormente, 0s
géis foram fotografados em luz ultravioleta; a partir da imagem registrada 0s

dados foram interpretados pala presenca (1) ou auséncia (0) de fragmentos.

3.4.2 Andlises de Dados Genéticos

Os parametros de diversidade genética estimados foram a porcentagem
de locos polimoérficos (P), o nimero de alelos efetivos (ne) (KIMURA; CROW,
1964), o nimero de alelos observados (na), a diversidade genética de Nei (He)
(NEI, 1978), o indice de Shannon (I) (LEWONTIN, 1972) e o fluxo génico
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(Nm), onde para dados dominantes considera-se que as populacfes estdo em
Equilibrio de Hardy-Weinberg. Estes parametros foram calculados, usando o
programa POPGENE (v. 1.32) (YEH et al,1997).

A analise de variancia molecular (AMOVA) foi estimada por meio do
programa ARLEQUIN v.3.1 (EXCOFFIER; LAVAL; SCHNEIDER, 2010),
para determinar a estruturacdo da variabilidade genética dentro e entre as
populagdes. Uma das vantagens dessa andlise é que ela ndo pressupde o
Equilibrio de Hardy-Weinberg, sendo que, para o calculo foi utilizado o
coeficiente dos quadrados das distancias euclidianas, que é similar as analises de
Excoffier, Smouse e Quattro (1992) e Nybom (2004). A significAncia dos
componentes da variancia é testada através de permutacoes.

Para conhecer a estrutura genética espacial das populac6es foi utilizado
o software SPAGEDI v.1.2, onde se estima a probabilidade de identidade dos
alelos em genes homdlogos, amostrados da mesma maneira. Para se estimar o
valor de coancestria, utiliza-se o coeficiente de kinship entre os pares de
individuos para as classes de distancia (HARDY; VEKEMANS, 2002). A
extensdo da estrutura genética espacial foi estimada usando a estatistica S,
(VEKEMANS; HARDY, 2004), em que os valores foram utilizados para

comparar a extensao da estrutura genética espacial das populac@es.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizacao diamétrica

Foram mensurados os valores de DAP (diametro a altura do peito) dos
individuos de Handroanthus serratifolius nas populagdes urbana e rural (Figura
4). A populacdo rural apresentou DAP maior se comparado a populagdo urbana,
onde os DAP foram menores. O maior DAP foi de 76 cm para populacédo rural e
60 cm para populacdo urbana e 0 menor foi de 9 cm para populacéo urbana e 26

cm para populacéo rural.
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Figura 4 - Diametro a altura do peito (DAP) de Handroanthus serratifolius amostrados
em areas urbana e rural.

4.2 Seleg&o de primers

Para o estudo de diversidade de Handroanthus serratifolius foram
testados 14 primers ISSR, dentre eles nove foram selecionados por apresentarem

melhor amplificagdo (Tabela 1). Houve uma variacdo na geracao de bandas com
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0s primers utilizados, com 17 bandas pelo primer MANNY e 4 bandas pelo
primer UBC 827, sendo que a média de bandas foi 11. Essa variagdo no nimero
de bandas gerado é comum, pois mostra que alguns primers sdo mais eficientes

em detectar as sequéncias para a amplificagéo.

Tabela 1 - Primers ISSR selecionados para amplificacio de DNA gendmico de
Handroanthus serratifolius. R= (A,G); Y= (A,C,G).

Primer Sequéncia (5" - 3) 3
Numero de bandas

UBC 811 GAG AGA GAG AGA GAG AC 11
UBC 827 ACACACACACACACACG 4
UBC 840 GAG AGA GAG AGA GAG AYT

UBC 842 GAG AGA GAG AGA GAG AYG 12
UBC 855 ACA CAC ACACAC ACACYT 10
UBC 857 ACA CAC ACACAC ACACYG 15
UBC 881 GGG TGG GGT GGG GTG 11
MANNY CAC CACCACCACRC 17
JOHN AGA GAG AGA GAG AGY C 10
Total 96

A Figura 6 ilustra o padrdo de bandas gerado para os individuos de H.

serratifolius.

Figura 5 - Padréo de locos produzidos neste estudo pelo primer JOHN em individuos de
Handroanthus serratifolius.
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4.3 Eventos fenoldgicos

A temperatura média mensal teve uma consideravel amplitude de
variagdo, onde a temperatura minima foi de 17,2°C, no més de julho e a
temperatura maxima foi de 24,9°C, no més de abril. A variacdo durante o
periodo analisado foi de 7,7 °C (Figura 6).

Temperatura (°C)

30
25
20 /_\/\\//
15
10
5
0

Qo*\\:b @\'\?’ < N4 s\Q/\\\'\P‘ @é\'\? Q«\”b‘ ?}\\'\?‘ o NS \0\\'\?‘ @ooo\'\?‘ ) é}\'\? . &\'\?

Figura 6 - Variacdo de temperatura (°C) média para os meses de novembro de 2013 a
outubro de 2014 na regido de Lavras MG.

No periodo de novembro de 2013 a outubro de 2014, a variagdo da
umidade relativa do ar foi de 25,6%. O més que apresentou maior taxa de
umidade relativa foi dezembro de 2013, de 78% e 0 més que apresentou menor
taxa foi outubro de 2014 de 52,4% (Figura 7).
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Figura 7 - Variacdo da umidade relativa do ar (%) média para os meses de novembro de
2013 a outubro de 2014 na regido de Lavras MG

A variacdo de precipitacdo foi mais alta no més de Janeiro de 2014, com

800mm e menor no més de Junho de 2014, com 10mm (Figura 8).
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Figura 8 - Variacdo de precipitacdo (mm) média para os meses de novembro de 2013 a
outubro de 2014 na regido de Lavras MG.
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Para todos os eventos fenoldgicos, os indices de atividade e de
intensidade mostraram padrfes semelhantes (Figuras 9 a 14). A fenofase
floragdo apresentou pico no més de setembro, para os individuos da populacdo
urbana e pico no més de agosto, para os da populagdo rural, no entanto a
magnitude foi maior para os individuos da populagdo urbana, para os indices de
atividade e de intensidade. Para a fenofase frutificacdo, o pico ocorreu no més de
outubro para populagdo urbana e também para a rural com maior magnitude para
a populacdo urbana, para ambos os indices utilizados. A copa dos individuos das
populacBes urbana e rural apresentaram maior ocupacdo foliar no més de
dezembro de 2013, tanto para o indice de intensidade, quanto para o de
atividade. Considerando os resultados obtidos em observacOes realizadas por
Morellato et al. (2000) de que individuos arbéreos apresentaram picos de
brotamento em meses mais quentes e Umidos, pode-se concluir que o aumento
na disponibilidade de agua e temperatura induziram o brotamento dos
individuos.

Os individuos da populacdo urbana apresentaram maior intensidade na
ocorréncia das fenofases, quando comparados aos da populacéo rural. Roetzer et
al. (2000) quantificou os impactos adicionais do aquecimento urbano as recentes
mudancas climaticas pela comparacdo fenol6gica entre areas urbana e rural no
periodo de 1951-1995. Areas urbanas apresentaram tendéncias em antecipar os
eventos de floragdo em 2 — 4 dias, em relagdo as areas rurais. White et al. (2002),
utilizando imagens de satélite também verificaram que areas urbanas tém
apresentado um adiantamento do desencadeamento de eventos reprodutivos, em

relagdo as areas rurais.
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Figura 9 - indice de intensidade para floracdo de Handroanthus serratifolius para as
populacGes urbana e rural
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Figura 10 - indice de intensidade para frutificacdo de Handroanthus serratifolius para as

populagdes urbana e rural
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Figura 11 - indice de intensidade para copa de Handroanthus serratifolius para as

populacGes urbana e rural
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Figura 12 - indice de atividade para floragio de Handroanthus serratifolius para as

populagdes urbana e rural
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Figura 13 - indice de atividade para frutificacio de Handroanthus serratifolius para as
populacBes urbana e rural
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Figura 14 - indice de atividade

para copa de Handroanthus serratifolius para as
populagdes urbana e rural

Como era esperado para a espécie, os eventos fenoldgicos entre as

populagdes apresentaram sincronia em sua ocorréncia e diversos trabalhos em

florestas tropicais demonstram que os eventos fenoldgicos, em sua grande
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maioria, sdo sazonais, principalmente quando as florestas estdo sujeitas a uma
forte estacionalidade climatica (LOCATELLI; MACHADO, 2004).

Nas Figuras 15 e 16 pode-se observar que existe uma relacao entre o
aumento de precipitacdo e aumento de copa, assim como a diminuicdo da
precipitacdo e floragdo. Elliot et al. (2006) afirmam que a queda foliar ocorre
como consequéncia do aumento da deficiéncia hidrica e pelo prdprio

envelhecimento das folhas; a temperatura e umidade relativa do ar ndo
apresentaram grandes variagGes em relacdo a queda foliar.

Floragao - Intensidade
40 N
35 P = + =Precipitagdo (mm)
30 :. .-. eeeeee Urbano
25 T —%
20 /N - e Rural
15 /5 \:
10 /.-. \‘_
5 - - L] s /_0. \.‘
0 2T > L. S ".‘ .
R T A s T A T T T A 5
R e e T R . T e R e e O . O e R |
SEESESEFRESEES
e g oo g 2 g 32=923 3

Figura 15 - Relacdo entre precipitacdo e floracdo para areas urbana e rural de individuos
de Handroanthus serratifolius
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Figura 16 - Relacdo entre precipitacdo e copa para areas urbana e rural Handroanthus
serratifolius

As fenofases se correlacionaram significativamente com as varidveis de
precipitacdo e umidade relativa do ar, em relacdo ao indice de atividade e de
intensidade.

Para a fenofase frutificacdo, os individuos da populacdo rural
apresentaram correlacdo negativa em relacdo a umidade relativa do ar, para 0s
indices de atividade e intensidade e ndo apresentaram correlacdo com a
precipitacdo. Os individuos da populacdo urbana ndo apresentaram correlacdo

com as variaveis precipitacdo e umidade relativa do ar, em ambos os indices
(Tabela 2).
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Tabela2  Correlagdo de Spearman entre os indices de atividade e intensidade para
fenofase frutificacdo de Handroanthus serratifolius com as varidveis
climéticas precipitacdo e umidade relativa do ar no periodo de novembro/13
a outubro/14

Variavel
Fenofase Avaliacéo climatica n t (p) rs
Atividade Precipitacdo 24 1239 0.2283 0.2554
Frutificacdo Intensidade Precipitacdo 24 1239 0.2283 0.2554
(Urbano) Atividade Umid. Relat. 24 -0.419 0.6792  -0.089
Intensidade Umid. Relat. 24 -0.419 0.6792 -0.089
Atividade Precipitagdo 24 -0.2295 0.8206 -0.0489
Frutificacdo Intensidade Precipitacdo 24 -0.2295 0.8206 -0.0489
(Rural) Atividade Umid. Relat. 24 -2.6089 0.016* -0.4861
Intensidade Umid. Relat. 24 -2.6089 0.016* -0.4861

* Valores significativos

A fenofase copa apresentou correlagdo positiva para as variaveis

climaticas umidade relativa do ar e precipitacdo, para as populacGes

rural (Tabela 3).

urbana e

Tabela 3 - Correlacdo de Spearman entre os indices de atividade e intensidade para

fenofase copa de Handroanthus serratifolius com as variaveis climaticas
precipitacdo e umidade relativa do ar no periodo de novembro/13 a

outubro/14.
Variavel
Fenofase Avaliagdo climética n t (p) rs
Atividade Precipitacéo 24 3.407 0.0025* 0.5877
Copa Intensidade Precipitacéo 24 3.407 0.0025* 0.5877
(Urbano) Atividade Umid. Relat. 24 24018 0.0251*  0.4558
Intensidade Umid. Relat. 24 24018 0.0251* 0.4558
Atividade Precipitacéo 24 29146  0.008*  0.5278
Intensidade Precipitacéo 24 29146  0.008*  0.5278
Copa (Rural) - .
Atividade Umid. Relat. 24 22583 0.0341* 0.4338
Intensidade Umid. Relat. 24 22583 0.0341* 0.4338

* Valores significativos
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A fenofase floragdo apresentou correlacdo negativa para umidade
relativa do ar, para os individuos da populacdo urbana nos indices de atividade e
intensidade e ndo apresentou correlacdo para precipitacao para populagédo urbana
e os individuos da populacéao rural ndo apresentaram correlagédo (Tabela 4).

Tabela 4 - Correlacdo de Spearman entre os indices de atividade e intensidade para
fenofase floracdo de Handroanthus serratifolius com as variaveis
climaticas precipitacdo e umidade relativa do ar no periodo de
novembro/13 a outubro/14.

Variavel
Fenofase  Avaliacdo climéatica n t (p) rs
Atividade Precipitachio 24 -1.5079 0.1457 -0.3061
Floragdo  Intensidade Precipitagdo 24 -1.5079 0.1457 -0.3061

(Urbano)  Atividade ~ Umid. Relat. 24  -2.5450 0.0184* -0.4769
Intensidade  Umid. Relat. 24 -2.545 0.0184* -0.4769

Atividade Precipitacio 24 -1.1704 0.2543 -0.2421
Floracdo  Intensidade Precipitagdo 24 -1.1704 0.2543 -0.2421
(Rural)  Atividade ~ Umid. Relat. 24 -1.7134 0.1006 -0.3431

Intensidade  Umid. Relat. 24 -1.7134 0.1006 -0.3431

* Valores significativos

A analise circular mostrou assim como os indices de atividade e de
intensidade uma forte sincronia entre os eventos entre as duas populagdes, onde
a seta indica a data média de ocorréncia do evento e o comprimento da seta
representa a concentragdo da fenofase, em relacdo a data média.

Para a fenofase floragdo, o periodo da data média de ocorréncia da
fenofase foi 1° de setembro para individuos da populacdo urbana (Figura 17) e
22 de agosto, para a populagdo rural (Figura 18). Os valores de (z) indicam a
forga de concentragdo do evento no periodo, em que para populacdo urbana
(z=100.37) e rural (z=116.9). Este dado também pode ser observado pelo
comprimento da seta (Figuras 17 e 18), os valores de (p) indicam se a

sazonalidade para ambas foi significativa, onde (p<0.001), (Tabela 5).
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Na fenofase frutificacdo, a data média de ocorréncia dos eventos foi 23
de outubro, para populagdo urbana (Figura 19) e 7 de outubro, para individuos
da populacéo rural (Figura 20). Os valores indicativos de sazonalidade foram
significativos para as populacdes com (p<0.0001), (Tabela 5). A intensidade de
concentracdo do evento foi mais alta para populacdo urbana (z= 131.09), do que
para populacéo rural (z=59.71), (Figuras 19 e 20), indicando que, no periodo, 0s
individuos da populagdo urbana apresentaram maior frutificagdo.

Para a fenofase copa, os valores de sazonalidade foram (p=0.033) para a
populacédo urbana e (p<0.0001) para a populacdo rural (Tabela 5). A data média
de ocorréncia dos eventos foi 21 de fevereiro e 15 de fevereiro, respectivamente.
A forca de concentragdo do evento foi (z=8.63) e (z=59.71) para populacdo
urbana e rural (Figuras 21 e 22). Esta forca ndo foi tdo forte, porém ela indica

que existe um periodo de maior probabilidade de ocorréncia (Tabela 5).

Tabela5-  Analises estatisticas circular dos eventos fenoldgicos de Handroanthus
serratifolius, referentes aos eventos no periodo de nov/13 a out/14, com
valores de probabilidade (p) com intervalo de confianca de 95%

N° Data
Fenofase observacbes Média  Sazonalidade Sincronia (z)
Floracéo (Urbana) 122 01/set p<0.0001 100.37
Floracdo (Rural) 135 22/ago p<0.0001 116.89
Frutificacdo (Urbana) 158 23/out p<0.0001 131.09
Frutificacdo (Rural) 75 07/out p<0.0001 59.71
Copa (Urbana) 1102 21/fev p=0.033 8.64

Copa (Rural) 1091 15/fev p<0.0001 28.29
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Figura 17 Histograma circular de floracdo para populagdo urbana de Handroanthus
serratifolius

Figura 18 Histograma circular de floracdo para populacdo rural de Handroanthus
serratifolius
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Figura 19 Histograma circular de frutificagdo para populagdo urbana de Handroanthus
serratifolius

Figura 20 Histograma circular de frutificacdo para populacéo rural de Handroanthus
serratifolius
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Figura 21 Histograma circular de copa para populagdo urbana de Handroanthus
serratifolius

Figura 22 Histograma circular de copa para populagdo rural de Handroanthus
serratifolius

A maior intensidade na ocorréncia dos eventos fenol6gicos na
populagdo urbana pode estar relacionada as ilhas de calor urbano que é o nome

dado ao fenbmeno no qual determinadas regides da cidade ficam mais quentes
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do que as de entorno (MONTEIRO, 1976; OKE, 1978; LOMBARDO, 1985 ;
LEAL; BIONDI; BATISTA, 2014).

A maior causa para o desenvolvimento das ilhas de calor urbano é a
substituicdo de ambientes naturais por areas com edificacbes e sem
permeabilidade (LANSBERG, 1981; MENDONCA; DANNI-OLIVEIRA,
2007). A poluicdo do ar, emissdo de calor por edificacbes, trafego e
metabolismo de organismos vivos sdo também causas das ilhas de calor urbano.

Estudos em regides temperadas indicam uma clara relagdo entre ilhas de
calor e fenologia, sendo que 0 aumento da temperatura aparece como a principal
variavel climatica influenciadora no desencadeamento das fenofases (ROETZER
et al., 2000; MIMET et al., 2009). No entanto, estudos como estes sdo raros em
regides tropicais.

Entre as causas consideradas imediatas, as variacdes climaticas locais
podem influenciar e regular os eventos fenoldgicos de acordo com sua
intensidade e frequéncia (FERRAZ et al., 1999), justificando assim alteracdes

nas fenofases das populacGes.

4.4 Diversidade Genética

A Tabela 6 apresenta os valores de diversidade genética para as

populagdes de H. serratifolius em area urbana e rural.
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Tabela 6 Estimativas genéticas das populacBes urbana e rural de Handroanthus
serratifolius. Na: nimero de alelos observados; Ne: ndmero de alelos
efetivos; I: indice de Shannon; He: diversidade genética de Nei; P:
porcentagem de locos polimdrficos.

Populagéo Na Ne He | P (%)
Urbana 2,0 1,67 0,38 0,56 96
Rural 2,0 1,73 0,40 0,59 96

O numero de alelos observados (N,) ndo apresentou variagdo entre as
populacdes analisadas e o nimero de alelos efetivos (N) apresentou uma
pequena variagdo. Nos individuos da populacdo urbana, a diversidade genética
(He) foi de 0,38 e o indice de Shannon (I) foi de 0,56. Nos individuos da area
rural, a diversidade genética (He) foi de 0,40 e o indice de Shannon (I) foi de
0,59. De modo geral, os valores de diversidade genética observados em ambas
as populacBes sdo um indicativo de moderada diversidade genética, comparado
aos trabalhos de Silva (2010) com Tabebuia aurea (He = 0,294), Braga et al.
(2007) também com Mori et al. (2012) com valor de He de 0,222 em
Handroanthus heptaphyllus. Esses moderados valores de diversidade genética
podem indicar a presenca de endogamia, que, a longo prazo, pode levar as
populagbes a um aumento excessivo no parentesco dos seus individuos,
acarretando fortes prejuizos as populacdes de especies florestais (YOUNG;
BOYLE, 2001), causando a reducdo na heterozigosidade, que gera, assim, a
perda do vigor reprodutivo da populacdo. No entanto, a grande consequéncia
pratica da endogamia é que os homozigotos para alelos deletérios tornam-se,
mais frequentes em populagbes que se reproduzem ao acaso (FRANKHAM;
BALLOU; BRISCOE, 2008).
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4.5 Estrutura Genética das Populagoes

Na Tabela 7 sdo apresentados os resultados da AMOVA (analise da
varidncia molecular) para as populagbes urbana e rural de Handroanthus
serratifolius. Conforme a AMOVA, pode se verificar a existéncia de uma maior
variabilidade genética dentro das populacfes (93,6) do que entre elas (6,4). O
indice de fixacdo do alelo presente apresenta valor de (0,07), o que indica pouca

estruturacao das populac@es e alta troca de alelos entre as populacées.

Tabela 7 AMOVA em duas popula¢des de Handroanthus serratifolius. GL: graus
de liberdade; SQ: soma dos quadrados dos desvios; FST: indice de

fixacdo.
Fonte de Componentes da Variagdo
L GL SQ .
Variagédo Variancia Total (%) FST
Entre populagdes 1 74.552 1,20569 6,74
Dentro de 0,07
populagdes 94  1567.812 16,67886 93,26
Total 95  1642.364 17.88455

De acordo com Yun et al. (1998) é esperado gque exista uma maior
variabilidade genética dentro das populacbes de espécies arboreas, conforme foi
observado para as populacGes estudadas. Alguns trabalhos que confirmaram esta
hipdtese foram os de Fernandes (2008), com Caryocar brasiliense (89,97%),
Meloni et al. (2006), com Juniperus phoenicea (76,5%), Santos; Cabral e Costa
(2014), com Handroanthus avellanidae, Bertoni et al. (2007), com Zeyheria
Montana (84,03%). As espécies arbOreas apresentam sistema misto de
reproducdo e mecanismos eficientes de dispersdo de polen e de sementes, que
resultam em fluxo alélico a longa distancia, diminuindo a divergéncia genética
entre as populagbes e aumentando a variabilidade encontrada (LOVELESS;

HAMRICK, 1984). A variabilidade genética dentro e entre as populagdes é um
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reflexo da interagdo de diferentes processos como distribuicdo geografica,
fragmentacdo e isolamento das populagOes, sistema reprodutivo, mutacéo,
deriva, fluxo génico entre outros (NYBOM; BARTISH, 2000).

4.6 Estrutura Genética Espacial

A distribuicdo espacial dos genotipos dentro de cada populacdo foi
obtida através do coeficiente de Kinship de coancestria (HARDY, 2003) entre

individuos para cada classe de distancia (Figuras 23 e 24).

Populagdo Rural

) T T T T T T T T T T 1
£70-20 1 65 110 170 290 840 1,010 1,400 1,500 i, 760

Distancia (m)

Figura23  Correlograma de coancestria para individuos de Handroanthus
serratifolius na populacéo rural
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Figura24  Correlograma de coancestria para individuos de Handroanthus
serratifolius na populacdo urbana.

Para ambas as populagdes foi constatada uma estruturacdo espacial com
valores significativos de coancestria, onde o valor de significancia (p> 0,05),
indicando uma estruturacdo familiar para os individuos da populacdo rural
abaixo de 900m de distancia, ja para os individuos da populacdo urbana essa
estruturacao se deu abaixo de 600m de distancia.

Como observado na Tabela 8, a populacdo rural apresenta (p=0,822),
indicando uma estruturacdo espacial maior se comparada a populacdo urbana
onde (p=0,499).

Para a populagéo urbana (S,=0,209) e populagdo rural (S,=0,029), a
populagdo urbana apresentou valor mais elevado no valor de S,, 0 que indica
uma estruturagdo genética mais forte em finas escalas espaciais. Vekemans e
Hardy (2004) realizaram um estudo de revisdo onde eles encontram diferencas
significativas na estatistica S, correspondente ao sistema de criagdo e forma de
vida, mas ndo para os mecanismos de polen ou dispersdo de sementes, 0 que
pode justificar a diferenga para as duas populagdes.

O conhecimento da estrutura genética populacional é importante para

evitar perdas adicionais de diversidade genética em populagbes que s&o
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ameacadas por atividades madeireiras, desmatamento e fragmentagdo de hébitat
(HALL et al. 1994, ROCHA,; LOBO, 1998), quando se pensa em conservagao in

situ, tendo em vista a preservacao da populacéo.

Tabela 8 Caracterizacdo da estrutura espacial de Handroanthus serratifolius. Fij:
coeficiente de Kinship para primeira classe de distancia; Blog: inclinagdo
da curva de regressdo do coeficiente de coancestria; Sp: estatistica usada
para o calculo da magnitude da estrutura genética espacial; P: valor de
significancia

Populagéo Fi Biog Sp P

Urbana 0,507 -0,103 0,209 0,499
Rural 0,128 -0,025 0,029 0,822
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Para a efetivacdo de programas de conservacdo de espécies arboreas é
importante o conhecimento prévio de sua diversidade genética, também de como
seus alelos estdo distribuidos dentro da populacdo e como se constitui a
distribuicdo espacial dos seus genétipos. Assim se podera atuar de maneira mais
eficiente nas acGes de conservacdo. Também se faz importante o conhecimento
fenoldgico para que se construa melhor compreensdo sobre como as questdes
ambientais vao interferir na maneira como a populacdo vai se estabelecer ou
permanecer.

Os dados obtidos nesse estudo apontam que, para a espécie
Handroanthus serratifolius ha uma menor diversidade genética em area urbana,
0 que possivelmente pode afetar as proximas geracOes destas arvores que
poderdo estar comprometidas devido a presenca da estruturagdo genética.
Entretanto, os estudos sdo preliminares e investigacdes na proxima geragdo
devem ser realizadas para verificar a dindmica genética dos individuos
amostrados em &reas urbana e rural.

Os dados dos eventos fenologicos mostraram que os individuos
localizados na area urbana apresentam uma maior intensidade das fenofases
avaliadas, comparados aos individuos amostrados em area rural. Entretanto, é
importante a realizagdo das avaliacGes das fenofases por um periodo maior, para
verificar suas variagdes, em uma escala temporal. Somente assim se podera ter
um quadro dos eventos fenoldgicos em ambientes distintos e a certeza que as
alteragdes na intensidade das atividades sdo devidas as alteragdes climaticas.

A correlacdo de dados genéticos e fenologicos é dificil de ser
evidenciada, pela natureza peculiar de suas analises. Entretanto, estudos dessa
natureza estdo sendo realizados e espera-se que a juncdo desses dados possam

nortear programas de conservacao genética de espécies arboreas.
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Estudos de caracteristicas genéticas e ecoldgicas para a preservacao de
Handroanthus serratifolius sdo necessarios e importantes, pois, a espécie nao

esta imune a eventos externos desfavoraveis e alteracdes climaticas drasticas.
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6 CONCLUSOES

As populagdes de H. serratifolius apresentaram moderados niveis de diversidade
genética tanto em area urbana (He=0,38), como em rural (He=0,40).

A estrutura genética espacial mostrou valores significativos de coancestria, ou
seja, existe uma estruturacdo familiar entre as populacfes a distancias de 600 e

900 m nas areas urbana e rural, respectivamente.

A fenologia reprodutiva ocorreu de maneira sincrdnica e sazonal entre as areas

urbana e rural, ocorrendo no final da estacdo seca e inicio da chuvosa.

A fenologia vegetativa ocorreu de maneira sincronica e sazonal entre as areas

urbana e rural e foi influenciada pela precipitacao.

Para os eventos fenoldgicos, observou-se que os individuos da populagéo urbana

apresentaram maior intensidade na ocorréncia dos eventos.
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