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RESUMO

RUZZA, Danieli Aline Cigolini. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso,
Fevereiro de 2017. Etnobotanica, biologia reprodutiva e diversidade
genética em Genipa americana L. visando a conservacdo e manejo
sustentavel da espécie. Orientadora: Ana Aparecida Bandini Rossi.
Coorientadores: José Martins Fernandes e Kellen Coutinho Martins.

Genipa americana L. (Rubiaceae), popularmente conhecida como Jenipapo, é
uma espécie dioica funcional, com 11 pares cromossémicos (2n=2x=22),
utilizada na producéo de doces e licores e na medicina popular, recomendada
também para reflorestamentos heterogéneos. Por seus compostos quimicos,
caracteristicos da familia Rubiaceae, a espécie é também muito importante na
industria alimenticia e farmacoldgica. Por fatores relacionados a fragmentacao
florestal, espécies nativas como G. americana correm risco de perda de
diversidade genética. Este trabalho foi desenvolvido com o intuito de conhecer
as formas de utilizacdo popular da espécie na regido, estudar alguns de seus
aspectos reprodutivos e avaliar a estrutura populacional e diversidade genética
utilizando marcadores moleculares, gerando, assim, conhecimentos Uteis para
aplicacdo em estratégias de conservacdo e melhoramento da espécie. Para
conhecimento dos usos populares foram realizadas entrevistas etnobotanicas
com moradores de comunidades rurais de Carlinda, MT. Foi utilizada a
metodologia “Bola-de-Neve”. Vinte pessoas participaram da pesquisa e
contribuiram para a mesma mediante a exposi¢cdo das formas de utilizacdo
praticadas no municipio e em seus estados de origem, totalizando 51 citaces.
Foram descritas 30 formas de uso, classificadas em 4 categorias: medicinal
(24), alimentar (17), tecnoldgica (8) e outros (2). Para avaliar os poélens de G.
americana, botdes florais foram coletados nos municipios de Alta Floresta e
Matupa, Mato Grosso. Técnica de acetdlise, testes colorimétricos e analise em
microscopio Optico foram empregados. Os poélens sdo médios, tricolporados e
com exina reticulada. Houve poucas irregularidades meidticas e o maior
percentual médio de viabilidade polinica foi obtido com carmim acético
(97,96%) e o menor, com o Reativo de Alexander (81,52%). Para avaliar a
diversidade genética e a estrutura populacional de trés populagdes naturais de
G. americana foram utilizados seis primers SSR desenvolvidos para a espécie.
A extracdo de DNA foi realizada pelo método CTAB com modificacdes. As
analises de agrupamento revelaram uma ndo estruturacdo geogréafica da
diversidade genética. A maior parte da variabilidade genética foi encontrada
dentro das populacdes do que entre as populagbes. As principais formas de
utilizacdo do jenipapeiro sdo a medicina popular e a culinaria, as quais nao
pdem em risco a diversidade genética da espécie. Os poélens de G. americana
tém exina reticulada e sdo meédios, oblato-esferoidal e tricolporados. Ha alta
viabilidade polinica e a meiose € regular. Os gendtipos das populacdes
apresentam diversidade genética, sendo maior dentro das populacdes do que

Xiv



entre as populagdes. As trés populagbes apresentam alta diversidade genética.
Foi encontrada baixa heterozigosidade. Propbe-se que os fragmentos com
ocorréncia de individuos de G. americana sejam mantidos e que areas
degradadas sejam recuperadas para manutencdo da diversidade genética e
para possibilitar maiores chances de sucesso na reproducdo da espécie,
reduzindo a exposicado da espécie a deriva genética, reducao do fluxo génico e
endogamia.

Palavras-chave: Jenipapo, Conhecimento Popular, Conservacéo.
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ABSTRACT

RUZZA, Danieli Aline Cigolini. M.Sc. University of Mato Grosso State, February
2017. Ethnobotany, reproductive biology and genetic diversity in Genipa
americana L. aiming at the conservation and sustainable management of
the species. Advisor: Ana Aparecida Bandini Rossi. Co-advisors: José Martins
Fernandes e Kellen Coutinho Martins.

Genipa americana L. (Rubiaceae), populary known as Jenipapo, is a functional
dioecious species, with 11 chromosome pairs (2n=2x=22), used in the
production of sweets and liqueurs and in folk medicine, also recommended to
heterogeneous reforestation. Due to its chemical compounds, which are
characteristic of Rubiaceae family, this species is also very important in food
and pharmacological industry. Due to factor related to forest fragmentation,
native species such as G. americana may face risk of genetic diversity loss.
This work was developed with the purpose of knowing the popular uses of the
species in the region; studying some of its reproductive aspects and to evaluate
population structure and genetic diversity using molecular markers, thus
generating useful knowledge for application in conservation strategies and
species improvement. For the knowledge of popular uses, ethnobotanical
interviews with rural comunities residents of Carlinda, MT were performed. The
“Snow Ball” methodology was used. Twenty people participated of study and
contributed by means of presenting the using way practiced in the municipality
and in their original state, totalizing 51 citations. Thirty uses were described,
which were classified into 4 categories: medicinal (24), food (17), tecnology (8)
and others (2). To evaluate the G. americana pollens, flower buds were
collected in Alta Floresta and Matupa municipalities, Mato Grosso State.
Acetolysis technique, colorimetric tests and optical microscope analysis were
used. The pollen grains are medium size, tricolporate and have cross-linked
exine. There were few meiotic irregularities and the highest percentage of
pollen viability was obtained with acetic carmine (97.96%) and the lowest was
obtained with Alexander reactive (81.52%). To evaluate the genetic diversity
and the population structure of three natural populations of G. americana, Six
SSR primers developed to the species were used. The DNA extraction was
performed by the CTAB methods, with some modifications. The cluster
analyses revealed the absence of a geographic structure of genetic diversity.
Most of the genetic variability was found within populations rather than between
populations. The main ways of using ‘jenipapeiro’ are folk medicine and
cooking, which do not endanger the genetic diversity of the species. G.
americana pollens have crosslinked exina and are medium, oblate-spheroidal
and tricolporate. There is high pollen viability and meiosis is regular. The
population genotypes present genetic diversity, being larger within the
populations than among the populations. Low heterozygosity was found. It is
proposed here that the fragments with occurrence of G. americana individuals
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are kept and that degraded areas are recovered for the maintenance of genetic
diversity and to allow greater chances of success in the reproduction of the
species, thereby reducing the exposure to genetic drift, reduction of gene flow
and inbreeding.

Key-word: Jenipapo, Popular Knowledge, conservation.
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1. INTRODUGAO GERAL

Os fragmentos florestais formados por acdes antrépicas, como o
avanco urbano, expansdo agricola, pecuaria, e ainda o extrativismo,
preocupam pesquisadores devido a perda de diversidade de espécies e
reducado do fluxo génico. A perda de espécies pode ocorrer por efeito de borda;
perturbacdes nas florestas, como arvores derrubadas, alteracdes nos cursos
d’agua, cagas a animais, entrada de fogo e fumaca; redu¢cdo na migragao e no
tamanho das populagbes (TURNER, 1996). Em fragmentos € observada a
predominéncia de espécies pioneiras e secundarias, com reducdo ou auséncia
de espécies tardias e zoocoéricas (CASCANTE et al., 2002; BERNACCI et al.,
2006).

A regido norte do estado de Mato Grosso passa por processo de
crescimento urbano, agricola e pecuério, resultante do processo de ocupacao
da regido que se deu por volta da década de 1970, com incentivos do governo
que focaram a implantacdo da agricultura. Migraram para o norte de Mato
Grosso, familias de todas as regides do Brasil, mas principalmente as familias
do sul e sudeste, que passavam por forte processo de urbanizacdo, com
reducdo no setor rural, vindo para esta regido pessoas com interesse e técnica
para a agricultura e pecuaria (ROSA et al, 2003; CUNHA, 2006;
SELUCHINESK, 2008; GASQUES et al.,, 2015), justificando as principais
atividades econdmicas do estado.

Diante disso, ha necessidade de criagdo de solucdes para a
conservacdo da diversidade e que reduzam os impactos ambientais
(BRANDAO et al., 2006; RIVERO et al., 2009), mas que sejam viaveis
economicamente. Dentro deste cenario, esta a espécie alvo do estudo, Genipa
americana L., de ocorréncia na América central e América do Sul (LORENZI e

MATOS, 2002), nativa na floresta amazonica.

Genipa americana L., popularmente conhecida como Jenipapo,
(LORENZI, 2000), pertence a familia Rubiaceae, composta por cerca de 12.000
espécies, em 650 géneros, classificada como uma das maiores familias de

dicotiledéneas, ocupando o quarto lugar em diversidade (YOUNG et al., 1996;



MABBERLEY, 1997; MENDONCA et al., 2013). Apresenta ampla distribuicdo
no Cerrado, Floresta Amazonica e Mata Atlantica (CHIQUIERI et al., 2003).
Mas Andrade et al. (2015) chamam a atencdo para a perda de espécies da
familia Rubiaceae devido a fragmentacdo das florestas. Citadini-Zanette et al.
(2009), constataram a importancia de espécies de rubiaceaes pioneiras e
secundérias no processo de regeneracdo natural preparando o ambiente para

estabelecimento de novas espécies.

Conforme Mendoncga (2013), as espécies de Rubiaceae apresentam
alcaloides que sao importantes na elucidacdo de efeitos farmacolégicos, sendo
essa familia muito importante para a obtencdo destes compostos. G.
americana possui diversos compostos quimicos (iridoides e compostos
fendlicos), sendo um deles a genipina, que € obtida com o fruto verde e é
responsavel pela coloracdo azul do fruto, com a oxidacdo (BENTES et al.,
2015; BENTES e MERCADANTE, 2014), do qual resulta a tintura utilizada por
indigenas para pintura do corpo (JESUS et al.,, 2015). Além disso, G.
americana € indicado na medicina popular e culinaria, em construcdes civis e
fabricacdo moveleira, e forragem para animais como bovinos, caprinos e
suinos (GOMES, 1983; CARVALHO, 2003; OLIVEIRA, 2011).

A espécie tem antese diurna e é caracterizada por apresentar 11
pares cromossomicos (2n=2x=22) (GURGEL GARRIDO et al., 1997; PIEROZZI
e MENDACOLLI, 1997). G. americana apresenta dioicia funcional, suas folhas
sdo opostas, simples, oblongas-obovadas, coriaceas, curto-pecioladas, com
duas estipulas interpeciolares e insercdo oposta; as flores sdo campanuladas
de corola branca a amarela, suavemente aromatica, de 1,8cm a 4cm de
comprimento, disposta em dicasio axilar, paucifloro ou solitario; fruto
anfissarcideo, ovoides, indeiscente, cor amarelo-alaranjado, de 9 a 15cm de
comprimento e 6,5 a 8,5cm de diametro, pesando de 200g a 400g, com
epicarpo pardo e aroma caracteristico levemente fermentado (CARVALHO,
2003; SOUZA e LORENZI, 2008).

G. americana é importante tanto por suas caracteristicas como
espécie florestal, quanto pela utilizacdo dos seus frutos na producdo de
alimentos e na medicina popular. E recomendada também para
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reflorestamentos heterogéneos em areas brejosas e a recomposi¢cao de areas
degradadas de preservacédo permanente, pois fornece abundante alimento para
a fauna. E uma espécie que necessita ser estudada, partindo do conhecimento
popular, visando sua implantacdo para elaboracdo de estratégias de

conservagao.

A area da ciencia que estuda o saber popular com relagéo a flora é
denominado etnobotanica, que permite conhecer as formas de utilizacdo de
plantas por populacgdes tradicionais e ndo tradicionais e também o ciclo da
planta (BALDAUF e HANAZAKI, 2007; CARNIELLO et al.,, 2010; CUNHA e
BORTOLOTTO, 2011). As comunidades tradicionais sdo procuradas devido a
forte dependéncia dos recursos naturais, além do simbolismo e crengas que
envolvem o uso desses recursos (PEREIRA e DIEGUES, 2010).

Realizar pesquisas etnobotanicas € uma maneira de promover a
divulgacdo das potencialidades da espécie, ja que habitos tradicionais de
cultivo vao sendo esquecidos ao longo das geracdes com a modernizacado e
facilidade de obtencdo de alimentos e remédios no comercio (AMBROSIO et
al., 1996; SIVIERO et al., 2011).

Os estudos etnobotanicos podem fornecer subsidio para
implantacdo da educacdo ambiental, incentivando o cultivo de plantas pela
populacdo, como apontado por Perna e Lamano-Ferreira (2014) em revisao
bibliografica sobre plantas medicinais nos quintais urbanos; podem também
estimular a conservacao de espécies nativas, devido aos sistemas de manejo
desenvolvidos ao longo do tempo por conhecedores populares das
comunidades tradicionais (PEREIRA e DIEGUES, 2010).

Outro fator que pode interferir na distribuicdo de espécies, além das
formas de uso, € a viabilidade polinica que pode estar relacionada a formacao
dos gametofitos masculinos (polens) durante a meiose (MASCARENHAS,
1992; HORNER E PALMER, 1995). Testes colorimétricos com 0s corantes
reativo de Alexander, carmim acético, lugol, e o sudan 1V, sdo indicados para
andlise da constituicdo e integridade celular (DAFNI, 1992; EINHARDT et al,
2006; MUNHOZ et al., 2008).



A pouca disponibilidade de polens viadveis pode resultar na menor
producdo de frutos, consequentemente, menor producdo de sementes
(NASCIMENTO et al., 2011) e no caso de G. americana, que foi caracterizada
por Saloméo e Allen (2001) como apomitica, a pouca disponibilidade de polens,
somada a baixa reproducao cruzada por redugéo de polinizadores (GIANNINI
et al.,, 2012), pode resultar em uma diminuicdo na diversidade genética da

espécie.

Muitos métodos tém sido utilizados para estimar a diversidade
genética e entre eles estdo os marcadores moleculares (GRIFFITHS et al.,
2013). Os marcadores moleculares, diferentemente dos marcadores
morfoagrondémicos ndo sdo mutaveis as alteragcbes ambientais, e sdo divididos

entre marcadores dominantes e marcadores co-dominantes.

O marcador co-dominante SSR (Simple Sequence-Repeat),
conhecido também como microssatélite, se destaca por gerar elevada
informacdo genética utilizada em avaliacbes de diversidade gendmica.
Coutinho et al. (2014) concluiram em estudo com algoddo, que o SSR é um
método mais minucioso para descrever a diversidade genética. Os
microssatélites estdo em grande niumero no genoma, e estdo presentes tanto
nas regides codificadas como nas regides ndo codificadas do genoma (KALIA
et al., 2011), sendo este método mais seguro para estimar a diversidade

genética, que pode ser afetada pela fragmentacéo.

Desta forma, os objetivos deste trabalho s&o identificar os usos
populares de jenipapo na regido norte do estado de Mato Grosso a partir de
pesquisa etnobotanica, bem como avaliar aspectos reprodutivos e estrutura
genética populacional, visando inferir sobre o efeito da fragmentacéo florestal

na manutencao e distribuicdo da espécie.

Este trabalho estad dividido em trés capitulos: Sendo o primeiro
capitulo sobre a etnobotanica de G. americana, com entrevistas
semiestruturadas. O segundo sobre aspectos reprodutivos, com avaliacao da

meiose, viabilidade polinica e descricdo do grdo de pdélen de G. americana. O



terceiro capitulo é sobre a diversidade e estrutura genética, utilizando marcador

molecular SSR.
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3. CAPITULOS

3.1. ESTUDO ETNOBOTANICO DO JENIPAPO (Genipa americana L.,
RUBIACEAE) EM COMUNIDADES RURAIS NO MUNICIPIO DE
CARLINDA, MATO GROSSO, BRASIL
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Resumo - (Estudo etnobotanico do jenipapeiro (Genipa americana L.,
Rubiaceae) em comunidades rurais no municipio de Carlinda, Mato Grosso). A
etnoboténica é a area do conhecimento que visa investigar a relacao entre as
pessoas e as plantas. A espécie alvo deste estudo é Genipa americana L.
(Rubiaceae). O objetivo do trabalho foi realizar o estudo etnobotéanico do
jenipapo (Genipa americana L, Rubiaceae) com agricultores no municipio de
Carlinda, Mato Grosso, buscando conhecer como 0s agricultores estao
utilizando os recursos da espécie, bem como os mesmos estdo conservando
suas populacdes nas comunidades rurais. Participaram do estudo 20
moradores de comunidades rurais do municipio de Carlinda - MT, entre maio e
agosto de 2016, selecionados pelo método de “Bola-de-Neve”. Os dados foram
analisados qualitativamente e quantitativamente com a concordancia de uso
entre os informantes. Os entrevistados relataram reconhecer o jenipapo
principalmente pela folha, fruto e porte da arvore. Foram obtidas 30 formas de
uso, num total de 51 citagdes, posicionadas em 4 categorias (alimentar,
artesanal, medicinal e outros), destacando-se a medicinal, com 47% dos usos,
e 33,33% incluidos como alimentar. As maiores concordancias de uso entre 0s
entrevistados foram Licor (CUPc=29,17), Suco (CUPc=16,67) e uso do fruto,
folha e casca para tratamento dos rins (CUPc = 16,67). As principais partes da
planta utilizadas séo folhas, frutos e a casca da arvore para medicina popular,
culinaria e tecnologia. As formas de utilizacdo do jenipapo apresentadas pelos
agricultores ndo pdem em risco a diversidade genética e a distribuicdo da
espécie por ndo necessitar de derrubada da planta.

Palavras-chave: conhecimento popular; agricultura familiar; conservacéao.

Abstract — (Ethnobotanical study of ‘jenipapo’ tree (Genipa americana L.,
Rubiaceae) in rural communities in the municipality of Carlinda, Mato Grosso
state). Ethnobotany is the knowledge area that aims to investigate the
relationship between people and plants. The target species of this study is
Genipa americana L. (Rubiaceae). The aim of the study was to conduct an
ethnobotanical study of ‘jenipapo’ (Genipa americana L., Rubiaceae) with
producers in the municipality of Carlinda, Mato Grosso, seeking to know how
the producers are using the resources of the species, as well as conserving
their populations in the community. Twenty residents of rural communities in the
municipality of Carlinda - MT, selected by the “Snowball” method, participated in
the study between May and August 2016. The data were analyzed qualitatively
and quantitatively with the agreement of the use among the informants. The
interviewees reported to recognize the ‘jenipapo’ tree mainly for the leaf, fruit
and the tree form. Thirty uses were obtained in a total of 51 citations, positioned
in 4 categories (food, handmade, medicinal and others), among which one can
highlight the medicinal and food ones, with 47% and 33.33% of the uses,
respectively. The highest concordances of use among the interviewees were
Liquor (CUPc = 29,17), Juice (CUPc = 16,67) and fruit, leaf and bark use for the
treatment of kidneys (CUPc = 16,67). The main parts of the plant used are
leaves, fruits and the tree’s bark for folk medicine, cooking and technology. The
ways of using ‘jenipapo’ presented by the farmers do not jeopardize the genetic
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diversity and the distribution of this species because they do not imply in tree-
felling.

Key-words: popular knowledge; family farming; conservation.
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Introducéo

A etnobotanica é o estudo que visa conhecer a relacdo entre as
pessoas e as plantas. Trata-se de identificar as formas de utilizacao de plantas
Uteis as populacdes tradicionais, além de obtencédo de informacdes sobre o
ciclo de vida da planta e aspectos favoraveis a sua ocorréncia nos locais
habitados (BALDAUF et al., 2007; CARNIELLO et al., 2010; CUNHA e
BORTOLOTTO, 2011). Conforme Berlin e Berlin (2005), para um estudo
etnobotanico de plantas medicinais é necessario que se levante principalmente
0 nome popular da planta, suas indicagcfes, partes das plantas utilizadas nos
preparos, modo de coleta para a efetividade da planta (estacdo, hora do dia),
como devem ser preparadas, dosagem e efeitos desejados produzidos por
cada ingrediente, duracdo do tratamento, e exigéncias comportamentais

especiais a serem observados pelo paciente durante o tratamento.

Dados histéricos evidenciaram o0 uso de plantas para fins
alimenticios e medicinais ha milhares de anos pelo homem de Neanderthal
(HENRY et al., 2011; HARDY et al., 2012), o que revela como esse saber e
contato com o meio em busca de solugBes cotidianas é primitivo e ainda
atualmente é utilizado. Dentre os grupos detentores deste conhecimento e
constantemente investigados por autores estdo os ribeirinhos amazénicos,
indigenas, quilombolas e moradores de comunidades rurais em pequenos
municipios (JOSHI e JOSHI, 2000; PATZLAFF e PEIXOTO, 2009; PEREIRA e
DIEGUES, 2010; CAMARGO et al., 2014; SILVA et al., 2014; PERONI et al.,
2016; PINTO et al., 2016). Barreira et al. (2015) alertaram para a possibilidade
de perda desse conhecimento pelo éxodo de jovens para area urbana, sendo,

portanto, necessario o registro do saber popular.

Na Amazonia, as pesquisas etnobotanicas por vezes sao realizadas
com moradores de areas urbanas, como nos estudos de Emperaire e Eloy
(2008), Siviero et al. (2011) e Gervazio (2015) que constataram a importancia
dos quintais florestais na alimentacdo dos moradores, além de outros usos e a
variedade de espécies cultivadas pelos moradores, constituindo um
estreitamento da relagcdo entre comunidades florestais e areas urbanas na
Amazonia. Em comunidades rurais na Amazodnia, os estudos etnobotanicos
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revelam a importancia em conhecer o saber popular para a criagcdo de
programas de conservacao da diversidade e geracdo de renda, bem como a
preservacao do conhecimento popular (ALMEIDA et al., 2013; SALTOS et al.,
2016).

O norte de Mato Grosso recebeu pessoas de varios estados do
Brasil. Essas pessoas trouxeram consigo conhecimento popular e experiéncias
de uso dos recursos vegetais e também aprenderam a utilizar o que a terra
oferecia (SELUCHINESK, 2008). O estado de Mato Grosso abrange trés
biomas distintos: Pantanal, Cerrado e Amazo6nia; com 25% de area ao centro
norte tipificada por transicdo entre cerrado e floresta amazénica (ROCHA et al.,
2015) e passa por processo de expansao na agricultura e pecuéria
impulsionados pelo mercado externo. Estas atividades s&o as principais
responsaveis pelo desmatamento, o que desperta para a necessidade de
criacdo de solucdes para a conservacao da diversidade (FERREIRA et al.,
2005; BRANDAO et al., 2006; RIVERO et al., 2009).

A etnobotanica tem como um dos principais objetivos registrar o
saber popular passado de geracdo a geracdo e relacionar com o uso dos
recursos da flora (GUARIM NETO et al., 2000), tornando-se importantes para a
elaboracdo de métodos de manejo consciente. Segundo Pereira et al. (2012),
essa é uma forma de garantia da manutencéo da diversidade cultural e vegetal,
afinal, os estudos etnobotanicos promovem divulgacdo das espécies, podendo
despertar interesse de quem ainda ndo conhece as etnoespécies e essa
curiosidade o levar a conhecer. Uma vez conhecida como medicinal ou de uso
culinario, a espécie passa a ser protegida e desta forma mantida no seu
ambiente de ocorréncia, podendo até vir a ser plantada pelos conhecedores. A
protecdo dos recursos naturais € um dos beneficios do trabalho de pesquisa
etnobotéanica, que deve ser questionado frequentemente e cumprido com ética
(ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

A espécie nativa estudada nesta pesquisa € Genipa americana L.,
conhecida popularmente como jenipapeiro, jenipapo, jenipa, jenipapinho,

janipaba, janapabeiro, janipapo e janipapeiro (LORENZI, 2000).
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O jenipapo € uma espécie funcionalmente dioica que pertence a
familia Rubiaceae e € caracterizado por apresentar folhas opostas, simples,
oblongas-obovadas, coriaceas, curto-pecioladas, com duas estipulas
interpeciolares e insercao oposta; as flores sdo campanuladas de corola branca
a amarela, suavemente aromatica; fruto anfissarcidio, ovoides, indeiscente, cor
amarelo-alaranjado, com epicarpo pardo e com aroma caracteristico levemente
fermentado (CARVALHO, 2003; SOUZA e LORENZI, 2008). No Nordeste do
Brasil ha relatos de sua utilizacdo na medicina popular e culinaria e sua
madeira € empregada em constru¢cdes civis e fabricagdo moveleira
(CARVALHO, 2003), além de ser uma planta importante na cultura indigena do

pais, com fruto utilizado na pintura do corpo (JESUS et al., 2015).

Diante da necessidade de divulgar a importancia de conservacgao da
flora, o objetivo do trabalho foi realizar o estudo etnobotanico do jenipapo
(Genipa americana L., Rubiaceae) com agricultores familiares no municipio de
Carlinda, Mato Grosso, buscando conhecer, principalmente, como que o0s
agricultores estdo utilizando os recursos da espécie, bem como o estado de

conservacao das populacdes da espécie nas comunidades estudadas.
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Materiais e Métodos
Area de Estudo

A pesquisa foi realizada em comunidades rurais (Estrela Dalva,
Estrela do Mar, Maravilha, Nossa Senhora Aparecida, Nossa Senhora das
Gracas e Renascer) do municipio de Carlinda, Mato Grosso, Brasil (Figura 1).
A regiado foi colonizada no inicio da década de 1980, por familias vindas de
todas as regifes do Brasil, principalmente do sul e sudeste, a partir da parceria
entre a Cooperativa Agricola da Cotia juntamente com o Instituto Nacional de
Colonizacao e Reforma Agréria (INCRA) (GASQUES et al., 2015).

O municipio de Carlinda possui area de 2.410 km? e est& situado no
Norte do Estado de Mato Grosso, cujas fronteiras geogréafias sdo: a Noroeste
do rio Teles Pires, a Leste o rio Quatro Pontes e ao Sul o rio Ariranha
(UMETSU et al., 2012). Farid (1992) caracteriza a vegetacdo da regido como
Floresta Ombrofila Densa, Floresta Ombrdéfila Aberta, Floresta Estacional
Semidecidual. O clima nestes municipios €& quente e Umido, com
temperaturas médias anuais acima de 24°C, pluviosidade média anual
acima de 2.400 mm, com uma estagao seca definida de 3-5 meses (ZAPPI
et al., 2011)

Conforme dados do IBGE (2016) Carlinda possui 6.415 residentes
na zona rural e 4.575 na urbana, com o indice de Desenvolvimento Humano
(IDH-M) de 0,665. As principais atividades econbmicas da regido sédo a
agricultura, predominando a producédo horticola, e pecuaria de leite e de corte,
desenvolvidas por agricultores familiares (CAIONI, 2015).

16



{7

A

oI
o

0K

—

S
LR
%ﬁ

N7

7

Ty
AL

W

56"2'0'W 56°1IO'W 56:W 55°5I0'W 55°‘}0'W 55°30'W

N

12 A 2
o.l Ko}
0 0
() (o)
P e
=y E
n 0
= 2
& &
n n
o o
&N =Y
= =

[:| Carlinda
» C
3. ® Areade Estudo
e T T T T T
= 56°20'W 56°10'W  56°W  55°50'W 55°40'W 55°30'W

P

L Wiab
Laporatens oo Guctecnsiirid UNEMAT

PPGBioAgro Dty HWferis?

Figura 1. Municipio de Carlinda, localizado ao Norte do estado de Mato Grosso,
Brasil. A — Estado de Mato Grosso no Centro-oeste do Brasil. B — Municipio de

Carlinda, no Norte de Mato Grosso. C — Limites do municipio de Carlinda.
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Metodologia

O projeto de pesquisa foi aprovado em 19 de Abril de 2016 pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade do Estado de Mato Grosso
(UNEMAT) sob o numero 52641915.8.0000.5166, parecer consubstanciado
1.507.091. A pesquisa foi desenvolvida com entrevistas utilizando questionario
com perguntas estruturadas e semiestruturadas (Anexo) entre maio e agosto
de 2016.

Os agricultores entrevistados foram selecionados pela metodologia
“‘Bola-de-Neve” (BERNARD, 2002). Para certificar-se que as informagdes
relatadas pelos agricultores eram da espécie G. americana, 0s entrevistados
tiverem acesso a fotografias das folhas, flores e frutos da espécie no inicio da

entrevista (Figura 2).

Durante as entrevistas, amostras férteis foram coletadas, prensadas
de acordo com técnicas usuais (FIDALGO e BONONI, 1989) e posteriormente
depositadas no Herbario da Amazdénia Meridional (HERBAM), na Universidade
do Estado de Mato Grosso (UNEMAT), campus de Alta Floresta, Mato Grosso.
As exsicatas foram identificadas a partir de literaturas especializadas além de
comparadas com exsicatas depositadas no HERBAM.

O guia de entrevista foi dividido em itens de informacgéo
socioeconbmica e conhecimento sobre o jenipapeiro, como usos, coleta e
preparo. As respostas dos agricultores foram anotadas e analisadas
guantitativamente com o método adaptado de Amorozo e Gély (1988),
avaliando a importancia relativa dos usos pelos agricultores. Os calculos foram

assim desenvolvidos:

CUCs = (numero de informantes que citaram usos / numero de

informantes que citaram uso da categoria)x100

FC = (numero de informantes que citaram a categoria / numero de

informantes que citaram a categoria mais citada)
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Depois que foi encontrada a concordéancia dos usos citados (CUCs)
e do fator de correlagcdo (FC), foi calculado a porcentagem corrigida de

concordancia dos usos:
CUCsc =CUCs x FC

A diagnose morfologica da espécie foi realizada no Laboratério de
Morfologia Vegetal do HERBAM com o uso de esteriomicroscopio. A diagnose
usada na descricdo morfolégica foi baseada em Radford et al. (1974), exceto
para frutos e sementes, que foi conforme Barroso et al. (1999). A ilustracéo
boténica foi realizada no Herbario VIC, da Universidade Federal de Vigosa.
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Figura 2. Realizagdo de entrevistas etnobotéanicas e apresentacdo de fotos do
jenipapeiro utilizadas para esclarecimento sobre a espécie de estudo. A -
Folhas; B — Flores; C — Frutos de jenipapo apresentadas aos entrevistados
para confirmacdo da espécie de estudo. D — coleta de material fértil para
montagem de exsicatas. E e F — entrevista com alguns moradores de

comunidades rurais do municipio de Carlinda, MT. Fonte: Ruzza, 2017.
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Resultados

A pesquisa foi realizada com 20 agricultores do municipio de
Carlinda (MT), identificados pelo método “Bola de Neve”, que conhecem a
espécie G. americana, popularmente chamada por eles como jenipapo. Foram
10 do sexo masculino e 10 do sexo feminino, com 70% com idade acima de 50
anos. Oitenta e cinco por cento dos conhecedores é casado. O grau de
escolaridade observada entre os agricultores foi de 60% com Ensino
Fundamental Incompleto (Figura 3). A origem dos conhecedores ¢é

predominantemente (65%) do sudeste e nordeste do Brasil (Figura 4).

Questionados sobre as atividades desenvolvidas como fonte de
renda, 60% realizavam cultivo ou atividades relacionadas ao campo, por
exemplo, servigos gerais, que corresponde prestacao de servicos com obras de
estaleiros, cuidados com gado e plantio e instalacdo de palanques para cerca.
Essas atividades sdo desenvolvidas pelo grupo familiar, sendo citado de uma a
cinco pessoas envolvidas - casos em que os filhos, maiores de idade e com
familia, mudaram do campo para cidade e ja ndo desenvolviam atividades

ligadas a agricultura e pecuéria.

A respeito da fonte de renda dos moradores, foi verificado que
realizavam mais do que uma atividade na mesma propriedade. Os produtores
somavam ao cultivo a criacdo de animais ou cultivo de uma cultura somado a
outra cultura, por exemplo, o cultivo de mandioca consorciada com o cultivo de
banana. Apenas dois dos entrevistados alegaram n&o produzir nada em suas

propriedades (Figura 5).
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Atuacédo profissional dos conhecedores populares entrevistados no municipio
de Carlinda — MT.
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Figura 4. Regides de origem dos conhecedores populares entrevistados no
municipio de Carlinda — MT.
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Criacio de gado Frango Porco Hortalicas Mandioca Milho Café Fruteiras Feijao Mudas de  Nio produziam
reflorestamento

Figura 5. Producdo para consumo e comércio desenvolvida pelos

conhecedores populares entrevistados no municipio de Carlinda — MT.
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Com relacdo a espécie G. americana, 0s agricultores alegaram
conhecer varias caracteristicas da planta, utilizadas para seu reconhecimento,
como folha, com 16 cita¢gdes e fruto com 10 cita¢des (Figura 6). Setenta e cinco
por cento dos entrevistados alegaram ter aprendido a reconhecer a espécie
com familiares em sua terra de origem, sendo cbnjuje, pais e avos os familiares
mais citados (Figura 6).

16 15
14
12

10

Porteda  Casca Folha Flor Fruto  Semente Tronco 0
arvore Familia Amigos/Vizinhos Livros/Revistas/Televisao

Figura 6. Respostas citadas pelos conhecedores populares entrevistados no
municipio de Carlinda — MT. A — Caracteristica de reconhecimento do jenipapo;

B — Como aprenderam a reconhecer a espécie.

Esses conhecedores retrataram a espécie com suas palavras,
destacando as partes da planta que permitiam o seu reconhecimento, como a
cor do caule (cinzento; esbranquigcado), cor e forma das folhas (verde escura,
comprida), forma, cor e odor dos frutos (redondos, amarronzados, cheiro forte e
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doce); além de informacBes sobre os locais de ocorréncia da espécie (areas
Uumidas, espigdo), os dispersores de sementes (veado-mateiro, paca, anta,
passaros, peixes) e detalhes fenoldgicos a respeito da espécie que é dioica
funcional, descrevendo a diferenca entre o célice das flores masculinas

(estreito) e femininas (forma do fruto).

Os caracteres citados foram observados na analise da morfologia da
espécie (Figura 7), que assim foi descrita: arvores dioicas funcionais 6,00-16,00
m; ramos jovens cilindricos, glabros. Estipulas interpeciolares 0,90-2,60x0,30-
0,70 cm, triangulares a estreitamente triangulares, caducas. Folhas congestas
opostas; peciolo 0,70-1,50 cm compr., subcilindrico; lamina foliar 23,40-
62,00x7,70-22,00 cm, estreitamente obtrulada, raramente eliptica, pice agudo,
raramente cuspidado, base atenuada, raramente cuneada, faces adaxial e
abaxial glabras, margens inteiras levemente sinuosas. Inflorescéncia com flores
masculinas terminais em dicésio 4-23 flores; inflorescéncia com flor feminina
solitaria. Flores femininas com pedicelos 1,30-2,00 cm compr., calice
gamossépalo truncado, geralmente rompido na regido terminal, 0,60-1,20x0,80-
1,10 cm, corola gamopétala 2,60-3,30 cm, tubo viloso internamente 0,80-
1,10x0,60-0,80 cm; pétalas 6, puberulentas; estames 6, sésseis, epipétalos 1,2-
1,30 cm compr., nao funcional; pistilo funcional, ovario infero 1,10-1,30x1,10-
1,20 cm, pluriovulado, disco nectarifero presente; estilete 1,10-1,30 cm compr.,
estigma bifido 1,80-2,00 cm compr. Flores masculinas com pedicelos 0,70-1,20
cm compr.; célice gamossépalo truncado, geralmente rompido na regido
terminal 0,60-1,10x0,60-0,90 cm, corola gamopétala 2,70-3,10 cm, tubo viloso
internamente, 0,60-0,70x0,40-0,60 cm; pétalas 5, puberulentas, estames 5,
sésseis, epipétalos 1,30-1,50 cm compr.; pistilo ndo funcional, ovario infero
0,60-1,00x0,60-0,70 cm, pluriovulado, disco nectarifero presente, estilete 1,00-
1,30 cm compr. estigma bifido 1,50-1,60 cm compr. Fruto anfissarcideo, de
7,00-10,00x7,50-11,00 cm, ferrugineo, globoso. Sementes ampla ovada a

eliptica, 0,70-0,80x0,80-0,90 cm, cor amarelada.

Material examinado: BRASIL. MATO GROSSO: Alta Floresta,
9°49°'33,9” S, 56°05708,8” W, 15/VIIl/2016, fr., Ruzza, D. A. C. 14021
(HERBAM), Vila Rural, 15/VIl/2016, fl., Ruzza, D. A. C. 14022 (HERBAM),
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15/VII/2016, fl., Ruzza, D. A. C. (HERBAM), fr., Ruzza, D. A. C. 14026
(HERBAM), 17/VII/2016, fl., Ruzza, D. A. C. 14027 (HERBAM).

O jenipapo é uma espécie utilizada pelos agricultores de Carlinda
em 30 formas de uso, havendo 51 citacGes, classificadas em 4 categorias
(alimentar, artesanal, medicinal e outros). Quarenta e sete por cento das
citacOes de usos sdo da categoria medicinal e 33,33% da categoria alimentar
(Tabela 1). As categorias alimentar e medicinal se destacaram, havendo 17
citacdes para alimentar e 24 para medicinal. As maiores concordéncias de uso
entre os entrevistados foram para o preparo do licor (CUPc=29,17), suco
(CUPc=16,67) e uso do fruto, folha e casca para tratamento dos rins (CUPc =
16,67) (Tabela 2).

Dentro destas categorias, observou-se 0 pouco processamento do
fruto para o preparo principalmente de bebidas, sendo o fruto cortado e posto
para curtir ou triturado. Segundo a informante Gehard, F. (44 anos), a
fabricacdo de doces carece de corte e cozimento do fruto, resultando em balas,
compotas ou conservas, variando no preparo a quantidade de acgucar e tempo

de cozimento.

Em relagdo a utilizacdo medicinal, foram citadas as folhas, fruto,
casca do fruto e casca da arvore, como partes da planta usadas para
confeccdo de medicamentos. As indicacfes citadas variaram destacando-se o
uso para os rins e infecgdes. As formas de preparo também variaram desde o

uso in natura até o preparo de p6 da casca do fruto.

Sobre usos para tecnologia (Tabela 1), os entrevistados citaram as
formas de utilizacdo comuns em seus estados de origem, porém muitos
alegaram nao os realizar. O Unico uso tecnoldgico conhecido e desenvolvido
por um dos entrevistados [Souza, C. F. (68 anos)] € a tintura obtida a partir das
folhas para tingir tecidos. Os trabalhos artesanais que tém como matéria-prima
a madeira do jenipapeiro, embora conhecidos e citados pelos entrevistados,

nao sao realizados entre os agricultores estudados em Carlinda — MT.
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Figura 7. Estruturas diagnosticas de Genipa americana (jenipapo): A) Folha; B)
Estipula; C) Inflorescéncia; D) Flor masculina; E) Corte em flor masculina; F)

Flor feminina; G) Corte em flor feminina; H) Fruto. Imagem: Reginaldo Pinto.

26



Tabela 1. Categorias e tipos de usos do jenipapo (G. americana) entre

agricultores no municipio de Carlinda - MT.

Categoria Tipos de usos N° de citacdes Parte usada Preparo
Licor 7 FR Curtido
Suco 4 FR Triturado
Alimentar Doces 3 FR Cozido
Batidinha 2 FR Triturado
Vinho 1 FR Curtido
Méveis 2 MD -
Colher de madeira 2 MD -
Tecnologia Cabo de Ferramentas 2 MD -
Tintura 1 FL Curtido
Painéis 1 MD -
4 R e
Cancer de proéstata 2 FR in natura/Licor
Emagrecedor 2 CA Fervida/ curtida
Estbmago 2 FR/FICF/ICA  Infusdo
Gripe 1 FR Xarope
Viagra 1 FR in natura/Licor
Depurativo do Sangue 1 FR Sucol/Licor
Reumatismo 1 CA Infusdo/Garrafada
Medicinal Vermifugo 1 SM Adocada
Diabetes 1 FR Suco
Infeccéo 1 CA Infuséo
Fratura 6ssea 1 FR Emplasto
Antibiotico local 1 CF Triturada-emplasto
Regulador menstrual 1 F/IFR Infusdo
Infecgéo de garganta 1 F/IFR Infusédo
Tosse alérgica 1 FIFR Infusédo
Intestino 1 F/IFR Infuséo
Utero e Ovarios 1 F/IFR Infusdo-assento
Outros Reflorestamento 1 - -
Repelente 1 F Queimada

Todas as respostas dos entrevistados foram dispostas na tabela. Siglas: CA —
Casca da Arvore; CF- Casca do Fruto [pericarpo]; F — Folha; FR — Fruto; MD —

Madeira.
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Tabela 2. Concordancia dos usos citados (CUCs) do jenipapo, Fator de
correlacao (FC), e porcentagem corrigida de concordancia dos usos citados por
agricultores de Carlinda — MT. NICUC — n° de informantes que citou uso da
categoria; NICUP — n° de informantes citando usos principais; CUP — indice de

concordancia de uso principal; e CUPc — CUP corrigido.

Categoria  Tipos de usos NiCUC NiCUP CUP FC CUPc
Licor 17 7 41,18 0,71 29,17
Suco 17 4 23,53 0,71 16,67
Alimentar  Doces 17 3 17,65 0,71 12,50
Batidinha 17 2 11,76 0,71 8,33
Vinho 17 1 5,88 0,71 4,17
Méveis 8 2 25,00 0,33 8,33
Colher de madeira 8 2 25,00 0,33 8,33
Tecnologia Cabo de ferramentas 8 2 2500 0,33 8,33
Tintura 8 1 12,50 0,33 4,17
Painéis 8 1 12,50 0,33 4,17
Rins 24 4 16,67 1,00 16,67
Cancer de préstata 24 2 8,33 1,00 8,33
Emagrecedor 24 2 8,33 1,00 8,33
Estdmago 24 2 8,33 1,00 8,33
Gripe 24 1 4,17 1,00 4,17
Viagra 24 1 4,17 1,00 4,17
Depurtativo do sangue 24 1 4,17 1,00 4,17
Reumatismo 24 1 4,17 1,00 4,17
Medicinal  Vermifugo 24 1 4,17 1,00 4,17
Diabetes 24 1 4,17 1,00 4,17
Infeccao 24 1 417 1,00 417
Fratura 0ssea 24 1 4,17 1,00 4,17
Antibiético local 24 1 4,17 1,00 4,17
Regulador menstrual 24 1 4,17 1,00 4,17
Infeccdo de garganta 24 1 4,17 1,00 4,17
Tosse alérgica 24 1 4,17 1,00 4,17
Intestino 24 1 4,17 1,00 4,17
Utero e Ovarios 24 1 4,17 1,00 4,17
Outros Reflorestamento 2 1 50,00 0,08 4,17
Repelente 2 1 50,00 0,08 4,17
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Discussao

Foi observado, neste estudo, que a maioria dos conhecedores do
jenipapo, tinham idade superior a 40 anos, 0 que € comum em estudos
etnoboténicos, como visto nas pesquisas realizadas por Tiago (2016), Almeida
et al. (2014) e Amorozo (2002). Em geral, essas pessoas Sa0 as que carregam
0s saberes adquiridos com antepassados ou que aprenderam a reconhecer 0s
recursos naturais da regido e séo elas que repassaréo aos filhos e jovens. Da
mesma forma, em uma comunidade, sdo essas as pessoas referenciadas
quando se procura o saber popular, o que foi possivel observar pelo método
“Bola de Neve”. O método “Bola de Neve”, segundo Bernard (2002) é muito
eficaz, pois permite o direcionamento imediato ao conhecedor popular. Os
casos em que mais jovens de 40 anos foram indicados tinham relagédo com a
filiacdo ou parentesco com algum conhecedor popular, ou com a origem destas
pessoas, como foi o caso de uma conhecedora de 35 anos (N. P. P.), antes

residente no estado de Rondonia.

O tamanho da propriedade, o nimero de pessoas envolvidas e as
atividades desenvolvidas permitiram caracterizar o trabalho familiar na
propriedade, dentro das comunidades visitadas. Em conversa, os moradores
falavam sobre os filhos maiores de idade que casaram e passaram a trabalhar
na cidade, o que também justifica 0 maior percentual de pessoas com idade
superior a 40 anos. A saida de jovens do meio rural para centros urbanos tem
sido documentada desde a década de 1940 no Brasil, e teve crescimento
gradual até o término da década de 1990 (ABRAMOVAY, 1999), o que ainda é
observado atualmente com menor intensidade do que anos anteriores
(LOMBARDI, 2011). Mas, Carlinda ainda mantém maior percentual
populacional residente na area rural, contrapondo com o municipio vizinho, Alta
Floresta, que apresenta mais de 85% da populagéo residente na zona urbana
(IBGE, 2016).

A maioria dos moradores entrevistados alegou ter estudado até o
ensino fundamental. Essa realidade vem a ser resultado da cultura de algumas
familias, como € o caso de entrevistadas que citaram que 0s pais a tiraram da

escola assim que ela aprendera a ler e escrever; outros casos, por nao ter
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havido acesso as seéries superiores, ja que escolas municipais ofereciam
somente as séries iniciais, do ensino fundamental, tendo os alunos que se
deslocar a uma escola estadual para prosseguir os estudos, o que nem sempre
ocorria; e, por fim, em outros casos a saida dos alunos seria para auxiliar a lida
com a terra. Este Ultimo caso é caracteristico em comunidades, pois muitos

moradores séao envolvidos na agricultura desde muito cedo (AMOROZO, 2002).

Nas propriedades, os moradores produzem diversas culturas para
consumo e venda tais como a mandioca, café, milho, banana e espécies de
fruteiras citricas. Mas, predominou a criacdo de gado. Muitos proprietarios
somavam dois ou mais tipos de producdo que eram destinadas ao consumo
proprio e ao comércio local [Gehard, F. (44 anos); Silva, A. B. (65 anos);
Santos, A. (64 anos)], assim como também, alguns residentes
desempenhavam duas atividades, sendo uma delas ligada ao campo e outra

nao.

Alguns autores citaram e classificaram as atividades econdmicas
dos agricultores, como nos trabalhos de Fuller (1983), Fuller e Brun, (1988),
Brun e Fuller (1991) e Shneider (2003) que definiram o termo part time farming
(agricultura em tempo parcial), que se refere as atividades de producédo no
campo por menos de um ano completo de trabalho, complementando com
outra funcéo; e, pluriactivity (pluriatividade), em que outras atividades, néo
necessariamente ligadas a agricultura, assumidas ao mesmo tempo em que a
atividade no campo, por algum membro da familia, com o objetivo de sustentar

ou de dar suporte, o que foi muito observado nestas comunidades.

Os entrevistados sao predominantemente de origem dos estados do
nordeste e sudeste. Isso resulta dos grandes incentivos no inicio da
colonizagéo para a vinda de agricultores do norte do Parana e da regido
Sudeste e apos isso, 0 surgimento do garimpo com a vinda de pessoas do
Norte e Nordeste para a regidao (SELUCHINESK, 2008). E os conhecimentos
sobre a espécie G. americana foram trazidos destas regibes. Todos o0s
entrevistados alegaram ter conhecido a espécie na infancia com familiares em

seus estados de origem e chamavam a espécie de jenipapo, embora, segundo
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Lorenzi (2000), haja registros de outros nomes populares conhecidos como:

jenipa, jenipaba, jenipapinho, janapabeiro e janipaba.

O entrevistado Vendrame, J. C. (64 anos) fez uma observacéo a
respeito do calice nas flores de jenipapo, que na flor feminina se apresenta
maior que a masculina. G. americana é uma espécie com dioicia funcional,
apresentando em suas flores masculinas e flores femininas todas as estruturas,
no entanto, nas flores femininas os estames néo sdo funcionais (estaminédios),
da mesma forma nas flores masculinas os ovarios nao sao funcionais. Bawa et
al. (1985) citam o jenipapo como uma espécie dioica, no entanto, esse termo
nao € correto para definir esta espécie, pois as flores apresentam todas as
estruturas masculinas e femininas, havendo individuos que desenvolvem o
ovario e outros individuos que ndo o desenvolvem (mesmo tendo-0),
caracterizando a dioicia funcional, termo utilizado por Gurgel Garrido et al.
(1997).

Nenhum dos agricultores alegou desempenhar atividade comercial
com a espécie G. americana, mas alegaram manté-la na propriedade para a
alimentacdo dos animais que criam. Citaram também formas de utilizagdo
praticadas em seus estados de origem e utilizadas na regido e que podem ser
comercializadas, como por exemplo, o licor, doces em compotas e balas.
Porém, 25% alegaram néo praticar regularmente, o que pode favorecer a perda
de conhecimento relacionado ao uso do jenipapo. Quanto aos usos destina-se
para fins medicinais, alimenticio e uso tecnolégico em que folhas, frutos e a
casca da arvore sdo as partes utilizadas pelos entrevistados. A elaboracéo de
projetos e oficinas que incentivem a passagem do conhecimento dentro de
comunidades de forma a promover a identificacdo da espécie e também
mostrando como os produtos obtidos da espécie podem auxiliar como fonte de
renda, podem ser formas de estimular a conservacdo do conhecimento e da

espécie (e outras com semelhantes potencialidades).

Os principais usos sao para fabricacdo de licores, doces e sucos,
que apresentam sabor adocicado e sdo muito apreciados. Dos usos
alimenticios o fruto maduro € utilizado para fabricacdo de compotas, doces
cristalizados, sorvetes e refrescos; por infusdo em alcool, prepara-se o licor; e

31



quando submetido a fermentagdo, tem-se o vinho (SILVA et al. 2006), como
utilizado pelos entrevistados.

Um dos entrevistados, Souza, C. F. (68 anos), alegou usar o extrato
da folha para pintura de tecidos. A cor azul, oriunda da genipina, esta presente
também em outras partes da planta. Algumas atribuicdes da literatura para a
espécie fazem referéncia a cor obtida do jenipapo: o suco do fruto verde ganha
coloracdo azulada com a oxidagcdo devido a reacao entre a genipina e uma
amina primaria (SILVA et al. 2014; BENTES e MERCADANTE, 2014; BENTES
et al., 2015), sendo utilizado na pintura do corpo e de ceramica pelos indigenas
(LORENZI e MATOS, 2002; JESUS et al., 2015).

Os iridoides e metabdlicos secundarios de G. americana foram
estudados por Bentes e Mercadante (2014) e constataram a presenca de
geniposidio nos frutos verdes e ausente em frutos maduros. A partir deste
composto é formada a genipina, que revela a cor azul caracteristica do fruto. A
genipina também é presente em frutos de Gardenia jasminoides Ellis (também
da familia Rubiaceae), e € utilizada na industria alimenticia como corante
natural na Coreia do Sul e no Japéo (PARK et al., 2002). Assim, 0 jenipapeiro

tem potencial e pode ser fonte de genipina.

Os usos para tecnologia citados pelos entrevistados, exceto a tintura
extraida das folhas, tinham como matéria prima a madeira do jenipapeiro. Silva
et al. (2006) afirma que esta é dura e facil de moldar, podendo ser utilizada em
marcenaria, fabricacdo de cabo de machado, construgdes rurais e para a
producdo de lenha e carvéao e, além disso, a casca, rica em tanino, pode ser
usada para curtir couro. No entanto, o uso da madeira de jenipapo ndo é muito
difundido no municipio de Carlinda - MT, possivelmente devido a
disponibilidade de outras espécies madeireiras na regido (FERRAZ et al., 2004;
LENTINI et al., 2005).

Os diversos usos medicinais de jenipapo citados pelos moradores de
Carlinda-MT, s&o para tratamento de cancer, diabetes, doencas do estdmago,
intestino, rins, Gtero e ovarios, além de ser utilizado também como vermifugo e

antibiotico. O entrevistado Gongalves, B. (76 anos) indicou o suco de um fruto
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de jenipapo, sem sementes e sem casca, com agua ou agua de coco para
prevencao do diabetes, ingerindo-o trés vezes ao dia, durante nove dias, porém

alertou para possibilidade de intoxicacdo se usado em excesso.

Martinez et al. (2010) constataram que 0 jenipapo é muito utilizado
em comunidades ribeirinhas no Baixo-Amazonas, na alimentacdo e medicina,
indicado principalmente para tratamento de anemia e ictericia. Para Silva et al.
(2006) o jenipapo pode ter acao bactericida e germicida devido a presenca de
fenol, sendo também utilizado no tratamento de gonorreia. Os mesmos autores
descreveram a utilizacdo do fruto verde como adstringente, anti-inflamatério,
anti-anémico, diurético, contra enterite, hidropisia, asma e anemia, sendo a raiz
utilizada como purgativo e a casca no tratamento de Ulceras de origem

escorbutica, doengas venéreas, o inchago do figado e do baco.

Oliveira (2011) descreveu o uso de todas as partes da planta de
jenipapeiro na medicina caseira: cha de raizes (purgante), sementes
esmagadas (para vémito), cha das folhas (como antidiarréico), fruto verde
ralado (para asma), suco do fruto maduro (tbnico para estdbmago, diurético e
desobstruinte). Ueda et al. (1991), observaram que a genipina extraida dos
frutos e folhas do jenipapo promoveu reducéo de tumores em cultura de células
cancerigenas, fazendo relacdo com as utilizacbes indicadas pelos

conhecedores.

Outro uso conhecido para a espécie G. americana é sua utilizacao
em reflorestamento. Crestana (2000) aponta a alta capacidade regenerativa da
espécie, além da grande producdo de sementes, no entanto ha fragilidade de
individuos nas fases iniciais relacionados a adversidades, como regime hidrico.
Mas ainda assim, o0 jenipapo € uma espécie com potencial para recuperacao de
areas com ampla distribuicdo na América, por sua adaptacdo a varios tipos de

clima e solo.

Frutos e folhas podem ser usados como forragem para bovinos,
caprinos e suinos (OLIVEIRA, 2011). Crestana et al. (1992) relataram que o
fruto de jenipapeiro leva doze meses para o desenvolvimento completo. A

dispersdo de sementes ocorre pela agua, peixes, morcegos, macacos e
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serelepes (CRESTANA et al., 1992; CARVALHO, 2003; ARAUJO & PINHEIRO,
2009;). Outras pesquisas relatam a dispersdo de sementes do jenipapo por
jabuti-piranga (Geochelone carbonaria) e do jabuti-tinga (G. denticulata)
(STRONG e FRAGOSO, 2006).

Os entrevistados Souza, A. S. S. de (52 anos), Sa, C. S. (42 anos) e
Lisboa, J. R. (48 anos) informaram que a anta, Tapirus terrestris (Linnaeus,
1758), consome o fruto de jenipapo. Os agricultores Santos, J. S, (50 anos),
Brito, J. (59 anos) e Paulista, N. P. (35 anos) citaram veado-mateiro, Mazama
americana (Erxleben, 1777) e M. gouazoubira (G. Fischer, 1814), também
como dispersor de sementes da espécie. Bachand et al. (2009), em estudo
com T. terrestris, e Kokubun et al. (2012) em estudo com M. americana e M.
gouazoubira, evidenciaram que estes mamiferos tém dieta flexivel, variando de
acordo com a vegetacao disponivel. Mas nédo foram encontradas informacdes
na literatura sobre a disperséo de jenipapo por estes animais, portanto estudos
de observacdo da espécie para identificar os dispersores de sementes sao
necessarios e podem vir a auxiliar na elaboracdo de projetos de conservacao

da espécie vegetal e de animais na regiao.

Além da recuperacdo de areas, a criacdo de mecanismos de
conservacdo das florestas também tem sido foco de preocupacdo entre
pesquisadores (LOWE et al., 2005; WARD et al.,, 2005; LAURANCE e
VASCONCELOS, 2009). Um método economicamente vidvel conhecido,
utilizado e incentivado atualmente é a associacdo das florestas a culturas
agricolas — Sistemas Agroflorestais (SAFs) (SANTOS e PAIVA, 2002; SOUZA
e PINA-RODRIGUES, 2013).

Em geral as espécies presentes nos SAFs séo utilizadas na
adubacao, protecdo e sombreamento do solo, além de complementar com
recursos madeireiros e alimentares para o0s agricultores e animais silvestres
(FERNANDES et al., 2014). Sistemas que envolvem a agricultura com espécies
florestais podem ser multifuncionais e podem envolver espécies forrageiras,
fixadoras de nitrogénio, espécies cuja serrapilheira seja adequada para

protecdo do solo, além de espécies que tragam retorno econdmico pela
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producdo de frutos, madeira e semente (BUDOWSKI, 1991; FREITAS et al.,
2013).

Desta forma, permite-se inferir que o jenipapo pode ser parte do
conjunto de espécies utilizadas em SAFs, devido seu potencial econémico, por
ser utilizada na medicina, culinaria e artesanato e por ser atraente a fauna,

além de ser consumida pela criagdo (gado, porcos e galinhas).
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Conclusao

Os conhecedores populares entrevistados utilizam o jenipapo. As
principais partes da planta utilizadas séo folhas, frutos e a casca da arvore para

medicina popular, culinaria e tecnologia.

As formas de utilizacdo do jenipapo apresentadas pelos agricultores
nao pdem em risco a diversidade genética e a distribuicdo da espécie por ndo

necessitar de derrubada da planta.

A pouca utilizacdo desse conhecimento somada ao éxodo rural pde

em risco de perda as informacgdes sobre o jenipapo.

Ha necessidade de elaboracdo de projetos que incentivem o uso de

conhecimento popular e que permitam difundir a cultura de uso do jenipapo.
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3.2.  ANALISE MEIOTICA, CARACTERIZACAO E VIABILIDADE POLINICA
DE Genipa americana L.
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Resumo - (Analise meidtica, viabilidade polinica e caracterizacdo do pdlen de
Genipa americana L.). Genipa americana L. € uma espécie da familia
Rubiaceae, popularmente conhecida como jenipapo. Este estudo objetiva
avaliar o comportamento meiotico, estimar a viabilidade polinica e descrever a
morfologia do pélen de G. americana, visando obter informa¢des que possam
auxiliar na manutencdo e conservacdo da espécie em seu habitat natural.
Foram coletados botbes florais de 20 individuos nos municipios de Alta
Floresta e Matupé, Mato Grosso, Brasil. A descricdo da morfologia do pdlen da
espécie foi feita a partir da acetdlise com comparacdo com a literatura
especializada. A andlise da meiose e pds-meibdticos foi realizada com uso do
corante carmim acético 2%. A viabilidade polinica foi estimada com os corantes
Sudan IV, Reativo de Alexander, Lugol 1% e Carmim Acético 2%. G. americana
€ uma espécie com poucas irregularidades meiéticas, com pélens médios, 3-
colporados e com exina reticulada. O corante que revelou o maior porcentual
meédio de viabilidade polinica para a espécie foi o carmim acético (97,96%). Os
testes com corantes apresentam diferenca significativa e revelam que a
espécie apresenta alta viabilidade polinica e alta regularidade meidtica.
Contudo, ainda é necessaria a criacdo de meios de conservacao e recuperacao
das areas degradadas, pois ainda que haja grande quantidade de podlens
viaveis, ndo ha garantia de sucesso na reproducdo da espécie por fatores
principalmente associados a fragmentacéo, estando a espécie exposta a deriva
genética, reducdo do fluxo génico e endogamia.

Palavras-chave: testes colorimétricos; palinologia; conservacao.

Abstract - (Meiotic analysis, polynical viability and characterization of pollen of
Genipa americana L.). Genipa americana L. is a species of Rubiaceae Family,
popularly known as ‘jenipapo’. This study aims to evaluate the meiotic behavior,
estimate the pollen viability, and describe the morphology of G. americana
pollen, aiming to obtain information that may help in the maintenance and
conservation of the species in its natural habitat. Flower buds of 20 individuals
were collected in Alta Floresta and Matupa municipalities, Mato Grosso State,
Brazil. The description of the pollen morphology of the species was made from
acetolysis compared to the specialized literature. The meiosis and post-meiotic
analysis was performed using 2% acetic carmine dye. The pollen viability was
estimated with sudan IV, Alexander reactive, lugol 1% and acetic carmin 2%
dye. G. americana is a species with few meiotic irregularities, with medium, 3-
colporate and exine cross-linked pollen. The dye that revealed the highest
average percentage of pollen viability for the species was acetic carmine
(97.96%). The tests with dyes present a significant difference, and show that
the species presents high pollen viability and high meiotic regularity. However, it
is still necessary to create means of conservation and recovery of degraded
areas, because although there is a large number of viable pollens, there is no
guarantee of success in the reproduction of the species by factors mainly
associated with fragmentation, resulting in the fact that the species is exposed
to genetic drift, reduction of gene flow and inbreeding.

Key-words: Colorimetric tests; Palynology; Conservation
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Introducéo

O jenipapeiro (Genipa americana L.) é uma espécie nativa, da
familia Rubiaceae, com ocorréncia em todos os paises tropicais da Ameérica.
No Brasil, ocorre em todos os Biomas e apresenta forte potencial econdmico
nos estados do Nordeste brasileiro, sendo utilizada a madeira em obras civis,
artesanato e fabricacdo de moveis; o fruto € comestivel in natura e na forma de
doces e licores; e a planta toda tem poder medicinal (SOUZA e LORENZI,
2008; CARVALHO, 2003).

G. americana possui 11 pares cromossémicos (2n=2x=22), 0 que a
diferencia de G. infundibuliformis (2n=2x=20) (PIEROZZI e MENDACOLLI,
1997; ZAPPI et al., 1995). O jenipapeiro € uma espécie funcionalmente dioica e
sua polinizacao é realizada por grandes abelhas como a Bombus morio e a
Epicaris rustica flava (GURGEL GARRIDO et al., 1997), embora Bawa e Bawa
(1985) tenham observado também a polinizacdo por pequenas e meédias
abelhas. Os frutos se desenvolvem ao longo de doze meses e as sementes do
jenipapeiro sdo dispersas pela agua (CRESTANA et al., 1992), peixes
(ARAUJO & PINHEIRO, 2009) e mamiferos, como a anta (Tapirus terrestris L.)
e veado-mateiro (Mazama sp.), conforme relatado pelos conhecedores de

jenipapo entrevistados (Capitulo 1).

O jenipapeiro, assim como outras espécies nativas, desperta
preocupacdo para sua conservacdo devido ao risco de perda de habitat por
acOes antropicas. Crestana (2000) afirma que a espécie apresenta grande
potencial regenerativo, porém sao vulneraveis as condi¢cdes adversas do meio
na fase inicial do desenvolvimento e podem também sofrer interferéncia

periddica das condigBes climéticas.

A fragmentacdo de areas limita as funcdes ecoldgicas de espécies
em geral (como mutualismo e interacdo entre espécies) e se tratando de
florestas tropicais, a sensibilidade a fragmentacdo tem consequéncias mais
sérias, devido a interagdo especializada das plantas com os dispersores de

sementes e polinizadores e, reproducdo alogamica, com mecanismo auto-
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incompativel (CASCANTE et al., 2002; LAURANCE e VASCONCELOS, 2009;
LOWE et al., 2005; WARD et al., 2005).

A reducdo de habitat causa perda genética, altera padrdes de
distribuicdo e, havendo falhas na reproducédo das espécies, pode ocorrer até
mesmo a extingdo. Populagdes pequenas ficam mais suscetiveis a deriva
genética, pois tém seus mecanismos reprodutivos diretamente afetados, o fluxo
de genes é modificado e a diversidade genética é limitada. A redugcdo na
disponibilidade de pdélens aumenta a endogamia nas espécies (QUESADA et
al., 2013).

O podlen é um corpusculo formado dentro das anteras, que guarda o
gametdfito masculino e apresenta parede externa estavel quimicamente e de
morfologia variada. Esta parede tem funcao de proteger o gametéfito masculino
(resistindo a perda de &gua) e de reconhecer o estigma compativel para
germinacao e sua morfologia varia de espécie para espécie, com alteracdes na
forma, tamanho, aberturas e ornamentacdo (SALGADO-LABORIAU, 1973,
SOLER e NOLLA, 2002).

Estudos palinoldgicos sdo realizados com o objetivo de caracterizar
polens e identificar a qual espécie pertence contribuindo com a botéanica,
paleontologia, melissopalinologia entre outras areas (WALKER e DOYLE,
1975; MARTINS et al., 2010; GUIMARAES et al., 2013; FERREIRA e ABSY,
2013; HAMID et al., 2015). Para analise da morfologia polinica é necessario a
extracdo do conteudo celular para melhor visualizagdo da sexina e aberturas
do pdlen. Para isso, 0 método utilizado € o de acetdlise proposto por Erdtaman

(1952), que consiste na utilizacédo de anidrido acético e acido sulfurico.

Durante a microsporogénese e a microgametogénese (HORNER e
PALMER, 1995) a célula-méae do grédo de polen ou microspordcito passa por
meiose apOs a citocinese originando quatro micrésporos ou graos de podlen
(RODRIGUES et al.,, 2004). Os produtos seguintes (pds-meiéticos) podem
permanecer unidos ou ndo: o grao de pélen isolado trata-se de uma ménade e,

guando unidos, diades, tétrades ou poliades (HESSE et al., 2009, citado por
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MARTINS et al.,, 2010). Anormalidades nestas fases podem dar origem a

polens inviaveis, o que priva as espécies de sucesso na reproducao.

A viabilidade do grdo de pdlen, assim como a receptividade do
estigma, sdo fatores importantes para a germinacao na flor (DAFNI, 1992).
Havendo também influéncia no tamanho dos frutos, no nimero de sementes e
na percentagem de frutos, que aumentam de acordo com a quantidade de
grdos de polen viaveis depositada sobre o estigma (STONE et al., 1995;
RIGAMOTO e TYAGI, 2002; COELHO e BARBOSA, 2004).

Para avaliar a viabilidade dos pdélens h& técnicas como germinacéo
de tubo polinico in vitro, in vivo e testes colorimétricos. Os testes in vitro sao
realizados com preparo de meio de cultura; in vivo sdo feitos com a avaliagcdo
da fecundacdo dos poélens depositados manualmente nas flores; e os testes
colorimétricos séo indicados para analise da constituicdo e integridade celular
utilizando corantes (EINHARDT et al., 2006). Alguns corantes utilizados sao
Reativo de Alexander, Carmim acético, Lugol e Sudan IV. O Carmim acético
indica a integridade dos cromossomos; o Lugol indica a presenca de amido; o
corante Sudan |V indica a presenca de lipidios; a solucdo de Alexander reage
com o protoplasma e a celulose da parede do polen (DAFNI, 1992; MUNHOZ
et al., 2008).

Assim, sendo o jenipapeiro uma espécie nativa que ocorre em baixa
densidade, possui fecundacdo cruzada e atualmente apresenta individuos
isolados nas paisagens em consequéncia da fragmentacdo de seus habitats,
este estudo objetiva avaliar o comportamento meiético, estimar a viabilidade e
descrever a morfologia polinica de G. americana, visando obter informacdes
que possam auxiliar na manutengdo e conservacao da espécie em seu habitat

natural.

48



Material e Métodos
Area de Coleta

As coletas foram realizadas nos municipios de Alta Floresta e
Matupa, no norte do estado de Mato Grosso, Brasil, (Figura 1), durante o
periodo de floracdo, que acontece entre agosto e outubro na regido de estudo,
no ano de 2015. Os botdes florais foram coletados de individuos de G.
americana nas bordas dos fragmentos florestais, em areas de uso urbano e

agropecudrio.

O municipio de Alta Floresta tem éarea territorial de 8.976.309 kmz2,
fica a 830 km de Cuiaba, e Matupd, localizada a 700 km de Cuiab4, tem area
territorial de 5239.672 km2 (IBGE, 2016). A vegetacdo local € caracterizada
como floresta ombrofila aberta e densa e, floresta estacional semidecidual e
decidual (LIRA, 2011). A temperatura anual da regido varia de 19,6°C a 32,4°C.
O clima é tropical chuvoso, tendo bem definidos o periodo de estiagem e de
pluviosidade (TARIFA, 2011).
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Figura 1. Locais de coleta de G. americana, nos quais foram coletados as flores
e o0s botdes florais, no municipio de Alta Floresta e Matupa, Mato Grosso,
Brasil, 2015. A — O estado de Mato Grosso, B — O municipio de Alta Floresta,
MT e C — O municipio de Matupa, MT.
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Coleta do Material Vegetal

Foram coletados 15 botdes florais de cada um dos 20 individuos de
G. americana, funcionalmente masculinos, com diferentes tamanhos e em
diferentes estadios de desenvolvimento (Figura 2). Os botdes foram fixados em
solucédo Carnoy (etanol: &cido acético, na proporcao de 3:1) por um periodo de
24 horas. Em seguida, foram transferidos para alcool etilico 70% e
conservados sob refrigeracdo (4° C) até a utilizacdo para avaliacdo da
morfologia, meiose, produtos pos-meiose e viabilidade polinica.

Figura 2. Botdes e flores de Genipa americana. A — Botdes florais de individuo
masculino em diferentes estadios de desenvolvimento; B — Anteras e estigma;
C - Flores masculinas de G. americana. Fonte: Ruzza, 2017.

Caracterizacao Morfolégica do Pdlen

Para analise da morfologia polinica foi utilizado o método de
acetolise proposto por Erdtman (1952). As anteras coletadas de botdes em pré-
antese fixados em carnoy, foram colocadas em microtubos de 1,5 mL,
contendo 1 mL de acido acético por 20 minutos. Apos este periodo, os tubos

foram centrifugados a 3.000 rota¢gdes por minutos, durante 5 minutos.

O acido aceético foi descartado juntamente com as anteras, ficando
no microtubo somente os polens que formaram um pellet. Posteriormente foi
acrescentado no microtubo, sobre o pellet, 1 mL da solucdo acetdlica na
proporcado 9:1 (anidrido acético: acido sulfarico), que promove a hidrolise acida
nos graos de polen para facilitar a visualizacdo e reconhecimento da morfologia

do pdlen, removendo o conteudo celular.
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Em seguida os microtubos permaneceram em banho-maria por 10
minutos, a 100 + 2 °C. O material foi centrifugado a 3.000 rota¢des por minuto,
durante 5 minutos. Posteriormente a mistura acetolica foi descartada, sendo
acrescentado ao microtubo 1 mL de agua destilada mais 2 gotas de acool
etilico, o material foi novamente centrifugado por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. Depois foi acrescentado 1 ml de agua destilada e glicerina na
proporcdo de 3:1 por duas horas e entdo as laminas foram preparadas. As
laminas foram montadas com gelatina glicerinada, segundo Kisser (1935,
citado por ERDTMAN, 1952).

As mensuracdes foram realizadas em fotos dos polens, tiradas no
mesmo dia da preparacdo das laminas, com o intuito de evitar possiveis
problemas de intumescimento e alteragdes no tamanho dos pdlens que podem
ocorrer com o passar do tempo (FAEGRI e DEUSE, 1960; MELHEM e MATOS,
1972; SALGADO-LABOURIAU, 1973).

Foram mensurados o diametro polar e equatorial em vista equatorial
(grédo de pdlen perpendicular a vista polar), do diametro equatorial em vista
polar (grdo de pélen com a area polar voltada para o observador) dos gréos de
polen, e da espessura das camadas da exina (sexina e nexina). Foram
realizadas 25 medicdes de cada caracteristica de no minimo, cinco polens por
lamina, em um total de 25 grdos de pdlen em vista equatorial e 25 gréos de

pblen em vista polar.

Em relacdo ao seu tamanho, o grdao de polen foi classificado de
acordo com Erdtman (1945), baseado no comprimento do eixo maior nas
seguintes classes: muito pequenos (< 10 y), pequenos (10-25 p), médios (25-
50 p), grandes (50-100 u), muito grandes (100-200 p) e gigantes (> 200 p).

Para classificar os grdos de pdlen de acordo com sua forma, foi
utilizada a relacdo entre o eixo polar e o eixo equatorial (P/E) em vista
equatorial, segundo classificacao proposta por Erdtman (1952) (Tabela 1).
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Tabela 1. Classificacdo dos grdos de polen com base na razdo P/E, segundo
Erdtman (1952):

Classes de Pdlen

P/IE Denominacéao

0,50 Peroblato

0,50-10,74 Oblato

0,75-0,87 Suboblato

0,88 - 0,99 Oblato-esferoidal _
1,00 Esférico Subesferoidal
1,01-1,14 Prolato-esferoidal

1,15-1,33 Subprolato

1,34 -2,00 Prolato

2,00 Perprolato

As descri¢des polinicas e as terminologias adotadas foram baseadas
no glossario de Barth (1965) e Punt et al. (2007). Os po6lens foram classificados
pelo indice de Area Polar (IAP) proposto por Barth e Melhem (1988, citado por
MARTINS et al., 2010) (Tabela 2.)

Tabela 2. Classificacdo dos grdos de pdolen em relacdo ao indice de area polar
(IAP):

Denominacéao Intervalo do I.A.P.

Sem area polar 0

Area polar muito pequena <0,25 (abertura muito longa)
Area polar pequena 0,25 - 0,50 (abertura longa)
Area polar grande 0,50 — 0,75 (abertura curta)

Area polar muito grande >0,75 (abertura muito curta)

As imagens dos grdos de polen foram capturadas em
fotomicroscopio Leica DMLB, com o auxilio do programa Leica IM50 e
posteriormente analisados e medidos utilizando-se o programa Anati Quanti 2
UFV (AGUIAR et al., 2007).

Andlise do Comportamento Meidtico

Duas anteras por botdo floral de cada individuo (fixados na solugéo
Carnoy) foram maceradas sobre uma lamina com corante Carmim acético 2%.

A seguir, o material foi observado em microscépio Optico e as diferentes fases
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da meiose foram analisadas e fotodocumentadas. As células em estadios

normais e as irregularidades meidticas foram fotodocumentadas.

Para a estimativa do indice meiético (IM), foram contabilizados 1.500
produtos pos-meidticos, sendo contado 6 laminas, com 250 células por lamina.
Tétrade com quatro células de mesmo tamanho foi considerada normal e
qualguer desvio (mbénade, diade, triade e poliade) foi considerado como
anormal. Para estimar o indice meiético (IM), foi utilizada a expressédo proposta
por Love (1951), onde:

IM = [ (nimero total de tétrades normais/ nimero total de ménade +

diades + triades + tétrades + poliade) ] x 100.
O IM superior a 90% é considerado estavel.

O indice de recombinacéo foi feito com a analise de 95 células,

segundo Darlington (1958) na fase de diacinese, utilizando a formula:

IR = ([ n° total de quiasmas./n° de células analisadas] + valor de
n)x100.

Sendo n o nimero haploide da espécie.

Os dados das avaliacGes foram submetidos a estatistica descritiva e

as analises foram feitas com auxilio do programa GENES (CRUZ, 2006).
Viabilidade Polinica

Os testes colorimétricos foram realizados utilizando cinco diferentes

corantes: Carmim acético 2%, Lugol 1%, Sudan IV e Reativo de Alexander.

Para o preparo das laminas duas anteras por botdo floral,
previamente fixado em solucdo Carnoy, foram maceradas sobre uma lamina
em gotas de cada corante. Foram contadas 250 células por [amina. Para cada

corante foram preparadas 10 laminas, totalizando 2.500 pdlens por corante.

A andlise dos dados foi realizada por intervalo de confianca para
proporcdo com auxilio do programa GENES (CRUZ, 2006), empregando o

método de amostragem simples ao acaso.
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Resultados

Caracterizacdo Morfologica do Pdélen

Os graos de polens de G. americana sao 3-colporados, com 31,32 -

43,55um de didametro equatorial e 28,28 - 44,49um de didmetro polar. Estando

entre 25um e 50um, sédo considerados como médio.

A exina tem em média 2,94um, com sexina reticulada (Figura 3). Os

pdlens de G. americana séo classificados como oblato-esferoidal e apresentam

area polar pequena (Tabela 3.)

Tabela 3. Medidas dos pdélens de Genipa americana L.

X £ SX IC 95% CV %
Diametro polar (VE) 27,44 - 44 35um  37,45um 6,11
Diametro equatorial (VE) 31,32 -43,55um  38,51um 2,74
Diametro polar 28,28 - 44,49um  34,88um 3,39
Nexina 1,20 - 2,52um 1,65um 0,31
Sexina 1,23 - 2,02um 1,65um 0,23
Exina 2,4 - 3,87um 2,94um 0,33
P/E 0,97um Oblato-esferoidal
l.A.P 0,36pum Area polar pequena

P/E = Raz&o entre eixo polar sobre didmetro equatorial; .A.P.= indice de area

polar; x: média; sx: desvio padrao da meédia; IC: intervalo de confianga; CV (%):

coeficiente de variagdo; VE: Vista Equatorial.

Figura 3. Fotomicrografias dos graos de pdlen de G. americana. A) Vista polar
mostrando os colpos; B) Vista equatorial; C) Detalhe da superficie. Barra=

10um.
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Comportamento Meidtico

Na analise meidtica, foi observado nas células em diacinese 11 pares de

cromossomos ou bivalentes (Figura 4).

Figura 4. Meiose em Genipa americana L. A - Diacinese apresentando 11
pares cromossdmicos, observando-se 10 bivalentes em configuracdo meidtica
do tipo anel e um bivalente em bastéo (seta). B — Metafase | evidenciando um
cromossomo se separando precocemente (seta). C — Metéafase | evidenciando
as fibras do fuso (seta). D — Anéafase | apresentando dois cromossomos
retardatérios (seta). E — Final da telofase | e inicio da metéfase Il, evidenciando
um cromossomo se afastando precocemente (seta). F-G — Anafase I
apresentado cromossomos retardatarios e falta de sincronia na célula. H —
Anéfase Il com um cromossomo retardatario (seta). | - Anafase Il evidenciando
falta de sincronia na célula. J — Falta de sincronia na divisdo celular. K —
Desuniformidade da placa equatorial metafasica. L — Segregacao irregular dos
cromossomos. M — Ménade. N — Triade. O — Tétrade normal. P — Grédo de
pélen viavel (escuros = purpura) e inviavel (claro = verde). Barra (A-D e F-O) =
20 pm; Barra (E) = 10 ym; Barra (P) = 50 pum.
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Observou-se a ocorréncia de um par de cromossomos em bastao
(“‘rod”), que caracteriza a ocorréncia de um quiasma, e dez pares em anel
(“ring”), que caracteriza a ocorréncia de dois quiasmas, na maioria das células
(Figura 4A). Entretanto, foram observadas células com até trés cromossomos
em bast&o e oito em anéis. O indice de Recombinacéo (IR) para G. americana
foi de 19,71% (Tabela 4).

Tabela 4. Quiasmas observados em G. americana e calculo do indice de
Recombinacéao.

Quiasmas Total
Anel (ring) 648
Bastao (rod) 179
Células totais 95

IR= (> quiasmas ceélulas totais) + n 19,71%

A meiose do jenipapeiro apresentou-se regular, porém foram observadas
algumas anormalidades. As anormalidades predominantes constituiram-se de
cromossomo com segregacao irregular como cromossomo adiantado em

metafase | e Il, cromossomo retardatario em anafase | e Il.

Observaram-se, ainda, células apresentando assincronia celular na
meiose Il, em que 30,48 % das células apresentaram um dos seus grupos de
cromossomo em anéfase Il e tel6fase Il. A espécie G. americana apresentou

76,92 % de células normais (Tabela 5).

Tabela 5. Percentagem de anormalidades observadas na meiose de G.
americana.

Anormalidade % de anormalidade
Segregacao precoce (metafase | e Il) 10,97%
Cromossomo retardatario (anafase | e Il) 58,55%

Divisédo assincronica 30,48%

Numero de células anormais 82

Total de células analisadas 259

% de células anormais 31,66%
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Pds-Meidticos

A analise dos produtos pds-meidticos indicou que 0s niveis de
irregularidades meidticas para G. americana sao baixos, uma vez que o IM foi

de 98,80%. Diades e poliades ndo foram encontradas (Tabela 6).

Tabela 6. Produtos pdés-meidticos de G. americana observados em laminas
com auxilio de microscopio 6ptico com objetiva de 40x.

Repeticao Normais Triades Mbnades Total IM
1 243 7 0 250 97,2
2 248 2 0 250 99,2
3 246 3 1 250 98,4
4 248 2 0 250 99,2
5 249 0 2 250 99,6
6 248 0 2 250 99,2
Total 1482 14 5 1500 98,8
indice Meiético (IM) 98,80%

Viabilidade Polinica

O teste com o corante Sudan IV corou de vermelho 88,04% dos
gréos, indicando a presenca de lipidios. Quanto a integridade da cromatina,
observou-se que 97,96% dos graos de pdélen foram corados de vermelho

intenso com Carmim acético (Figura 5).

O teste com o corante reativo de Alexander indicou que 81,52% dos
grdos possuiam protoplasma e parede celular integras, indicados pela
coloracao violeta do protoplasma e com contorno verde da parede celular. Os
graos de podlen, que ndo possuiam protoplasma e parede celular integra,
apresentaram tonalidade esverdeada. O teste com lugol revelou a presenca de
amido em mais de 92,56% dos graos de pélen, que ficaram corados de marrom
(Figura 5).
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Figura 5. Testes colorimétricos com gréos de poélen de G. americana. A- Sudan
IV. B- Carmim acético. C- Alexander. D- Lugol. Barra = 50 um. * Pdélen inviavel;
** Polen viavel.

Conforme demostrado na Tabela 7, o corante carmim acético
revelou o maior percentual médio de viabilidade em G. americana, porém nao
diferindo estatisticamente das médias reveladas pelos corantes lugol e sudan
V.

Tabela 7. Percentual médio de viabilidade dos pdlens de G. americana
resultante dos testes colorimétricos.

Corantes % de gréo corados
Carmim acético 2% 97,96 a

Lugol 1% 92,56 ab

Sudan IV 88,04 ab

Reativo de Alexander 81,52 b

Médias seguidas por mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste
Tukey (p<5%).
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Discussao

Os polens de jenipapeiro sdo semelhantes aos polens de espécies
de Rubiaceae Psychotria carthagenensis Jacq, Chiococca alba (L.) Hitchc.,
Declieuxia fruticosa Kuntze e Ixora coccinea L. (BAUERMANN et al., 2009;
SILVEIRA JUNIOR et al., 2012; DUTRA et al., 2014; RADAESKI et al., 2014;)

diferenciando-se umas das outras em tamanho e ornamentacao.

As peculiaridades nas caracteristicas polinicas € 0 que permite a
fecundacado da espécie pelo pélen adequado, como exposto por Soler e Nolla
(2002) sobre a parede celular dos polens. Conforme Moore e Webb (1978)
citado por Martins et al. (2010), nos espacos da ornamentacdo do polen ficam
armazenados compostos quimicos (liberados a partir da desintegracdo de
células do tapete), chamados de proteinas de “reconhecimento”, que sao
responsaveis pela germinacdo do polen no estigma compativel. Os polens de

jenipapeiro apresentaram ornamentacao da sexina reticulada.

A nexina e sexina de G. americana apresentaram semelhancas nas
medidas, constituindo exina com espessura superior a 2 um. O pdlen de G.
americana € médio, oblato-esferoidal, tricolporado. A area polar é pequena,
correlacionada ao tipo de abertura longa. Os caracteres analisados neste
estudo corroboram com os resultados encontrados por Matos et al. (2014)

sobre o jenipapeiro.

Parte do sucesso da reproducdo das espécies vegetais esta
relacionado a sua viabilidade polinica, que é resultante da regularidade
meidtica. As células em diacinese apresentaram 11 pares de cromossomos,
confirmando que a espécie G. americana é diploide e apresenta 2n=2x=22

cromossomos (n=11), conforme relatado por Pierozzi e Mendacolli (1997).

Em G. americana foi observado alguns casos de separacao precoce
de cromossomo, assim como cromossomos retardatarios, além de nao
sincronia na divisao celular. Mas ainda assim, G. americana apresentou indice
meiotico superior a 90%, em oposicdo ao observado na espécie Cephaelis
ipecacuanh (Rubiaceae), que teve muitas irregularidades meiéticas, apesar da
alta viabilidade polinica (SOUZA et al., 2006).
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Os corantes Lugol 1% e Sudan IV revelaram respectivamente a
presenca de amido e lipideos em mais de 85% dos polens de jenipapeiro.
Porém, embora muitas vezes utilizados para estimar a viabilidade polinica,
alguns estudos nado os indicam devido a possibilidade de superestimar os
dados de viabilidade, ja que um pdlen invidvel pode apresentar estas
substancias também (EINHARDT et al, 2006; MUNHOZ et al., 2008).

Para viabilidade polinica, os testes colorimétricos sdo apontados por
diversos estudos algumas vezes por praticidade na diferenciagcdo entre os
polens viaveis e 0s polens inviaveis, outras vezes por substancias presentes
nos polens que reagem com o corante: Lugol (amido), Sudan IV (lipideos),
Carmim acético (integridade da cromatina) e Reativo de Alexander (integridade
do nucleo) (ALEXANDER, 1969; DAFNI, 1992; KEARNS e INOUYE, 1993;
STONE et. al., 1995; AULER et al., 2006).

O Carmim acético € indicado para observacdo da integridade da
cromatina (PAGLIARINI e POZZOBON, 2004) e conforme observado, 97,96%
dos polens de G. americana revelaram cromatina integra. Resultados de
estudos com carmim acético demostram que a alta viabilidade polinica foi
encontrada em espécies de Rubiaceae como Ferdinandusa speciosa Pohl
(CASTRO e OLIVEIRA, 2001) e Manettia cordifolia Mart. (CONSOLARO et al.,

2005), assim como o encontrado neste estudo para G. americana.

O Reativo de Alexander revelou a menor percentagem de viabilidade
para G. americana: 81,52% de polens viaveis, revelando alta viabilidade
polinica da espécie. Este corante é utilizado para avaliar os polens abortados
ou ndo abortados, refletem a integridade do ndcleo e da membrana plasmatica,
por ter em sua composicdo o verde-malaquita e a fucsina acida. Geralmente,
além de ser indicado por estimar os polens com auséncia de nucleo (inviaveis),
também & um corante defendido por diferenciar de forma clara, um poélen viavel
de nédo viavel (AULER et al., 2006; HISTER e TEDESCO, 2016), além de ser
indicado por Munhoz et al. (2008) como ferramenta para os taxonomistas na
identificacdo de hibridos, por eles ndo apresentarem nucleo ou apresentarem

nucleo alterado.
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G. americana apresentou viabilidade polinica acima de 80% quando
submetidos a teste colorimétrico com o0s quatro corantes, revelando que G.
americana apresenta viabilidade polinica alta. Conforme Souza et al. (2002), a
viabilidade polinica pode ser considerada alta para valores superiores a 70%.
A ocorréncia de irregularidades meiéticas e posteriormente o resultado de alta
viabilidade polinica, indicam que possa ter havido corre¢des das falhas durante
a meiose por mecanismos de reparo das células, os checkpoints
(SUBRAMANIAN e HOCHWAGEN, 2014).

Contudo, mesmo com percentagem de regularidade meibtica e
viabilidade polinica alta, ainda deve haver preocupacdo com fatores externos
que estejam diretamente ligados ao sucesso de reproducdo da espécie, como
por exemplo, a ndo sincronia no periodo de floracdo entre os individuos da
espécie, a fragmentacdo (BERNACCI et al., 2006), a distribuicdo da espécie, e
falta de polinizadores (GIANNINI et al., 2012). Uma vez que a matriz de
paisagem onde se encontram os individuos de G. americana em estudo €
atualmente muito fragmentada, oferendo resisténcia ao fluxo de podlens e

polinizadores.

Algumas formas de reduzir os impactos da fragmentacao é a criacao
de corredores ecoldgicos, utilizacdo de paisagismo agroecolbégico, a
implantacéo de sistemas agroflorestais e silviculturas (FERNANDES e NAIR,
1986; DOS SANTOS e PAIVA, 2005; TABARELLI et al., 2005; DIAS-FILHO,
2006; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2013), que permite ndo somente a passagem
de polinizadores de uma populagédo para outra, aumentando as chances de
reproducdo, como também a de dispersores de sementes, fazendo a regulacao
de fluxo génico. Neste caso, a espécie G. americana pode ser utilizada
juntamente com outras fruteiras nativas, para compor essas estratégias
atraindo, portanto, animais que diretamente atuardo polinizando e dispersando

sementes.
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Conclusao

Os graos de polen de G. americana sao medios, oblato-esferoidal, 3-
colporados com exina reticulada. Os testes com corantes apresentam diferenga
significativa, e revelam que a espécie apresenta alta viabilidade polinica e alta

regularidade meiotica.

Contudo, ainda é necessaria a criacdo de meios de conservacao e
recuperacdo das areas degradadas (como conservacdo de matas densas,
criacdo de corredores ecoldgicos, utilizacdo de espécies nativas em paisagens
e reducdo no uso de inseticidas e poluentes), pois ainda que haja grande
quantidade de pdlens viaveis, ndo ha garantia de sucesso na reproducdo da
espécie, por fatores principalmente associados a fragmentacdo, estando a

espécie exposta a deriva genética, reducdo do fluxo génico e endogamia.
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3.3. DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL DE
Genipa americana L. NO NORTE DE MATO GROSSO, BRASIL
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Resumo - (Diversidade genética e estrutura populacional de Genipa
americana L., no norte de Mato Grosso, Brasil.). Genipa americana L.
(Rubiaceae) é uma espécie com ocorréncia natural na regido amazonica,
podendo estar sujeita a endogamia por se encontrar em ambientes
fragmentados. O objetivo deste estudo foi avaliar a diversidade genética e a
estrutura populacional de trés populagbes naturais de G. americana com
ocorréncia natural no norte do Estado de Mato Grosso por meio de marcadores
SSR. A extracdo de DNA ocorreu pelo método CTAB com modificacbes. Foram
utilizados seis primers SSR desenvolvidos para a espécie. Foi estimada a
frequéncia alélica, heterozigosidade observada e esperada, PIC (Conteudo de
informac&o de polimorfismo) e indice de Fixacdo. Para inferir sobre a estrutura
genética das populacdes por meio da decomposicdo total nos componentes
entre e dentro de populacdes foi feita a Analise de Variancia Molecular e
Andlise de Coordenadas Principais. Foi construido um dendrograma e
posteriormente inferido o niumero de grupos (k) mais provavel. As analises de
agrupamento ndo corresponderam as procedéncias geograficas dos individuos.
A maior parte da variabilidade genética encontra-se dentro das populacdes. As
trés populacdes apresentaram alta diversidade genética. Propde-se que 0s
fragmentos com ocorréncia de individuos de G. americana sejam mantidos
para manutencado da diversidade genética da espécie e conservacao da fauna.

Palavras-chave: jenipapeiro; SSR; variabilidade genética; espécie nativa.

Abstract - (Genetic diversity and population structure of Genipa americana L.,
north of Mato Grosso State, Brazil.). Genipa americana L. (Rubiaceae) is a
species with natural occurrence in the Amazon region, and may be subject to
inbreeding because it occurs in fragmented environments. The objective of this
study was to evaluate the genetic diversity and the population structure of three
natural populations of G. americana with natural occurrence in the north of the
Mato Grosso State, using SSR markers. DNA extraction was performed by the
CTAB method with modifications. Six SSR primers were developed for the
species. It was estimated the allelic frequency, observed and expected
heterozygosity, PIC (Polymorphism Information Content) and Fixing Index. To
infer about the genetic structure of the populations by means of the total
decomposition in the components between and within populations we
performed the Analysis of Molecular Variance and Analysis of Principal
Coordinates. A dendrogram was constructed and the number of groups (k) most
likely was inferred. The cluster results did not correspond to the geographical
origins of the individuals. Most of the genetic variability lies within populations.
The three populations showed high genetic diversity. It is proposed that
fragments with occurrence of G. americana be preserved to maintain the
genetic diversity of the species and wildlife conservation.

Keywords: ‘jenipapeiro’; SSR; genetic variability; native species.
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Introducéao

O jenipapeiro (Genipa americana L.) é uma espécie da familia
Rubiaceae, originaria da regido amazonica e esté distribuida desde o norte da
Argentina até o México (UNCTAD, 2005). E conhecida por sua utilizacdo para
diversas finalidades como construcédo civil, culinaria (fabricacdo de doces e
licor) e medicina caseira (GOMES, 1983; LORENZI e MATOS, 2002; SOUZA e
LORENZI, 2008), além de apresentar diversos compostos quimicos que a
fazem importante na industria farmacolégica e na industria alimenticia
(BENTES et al.,, 2015; BENTES e MERCADANTE, 2014; MENDES et al.,
2011).

A intensiva utilizacdo de espécies importantes economicamente, tais
como o jenipapeiro, e a fragmentacéo de areas de florestas pode causar perda
de diversidade genética, devido a diminuicdo do niumero de individuos de uma
populacao. Isto favorece a perda de variabilidade genética, havendo em curto
prazo a deriva genética e, em longo prazo, um aumento da endogamia como

discutido por Kageyama et al. (1998) e por Viegas et al. (2011).

De acordo com Ramalho et al. (2016), a estrutura genética de
populacbes refere-se a heterogeneidade na distribuicdo de gendtipos e da
variabilidade genética dentro e entre populacdes. A caracterizacdo molecular
esta entre as formas que permitem avaliar a diversidade genética indiferente as
interferéncias ambientais, e inferir sobre o grau de diversidade entre individuos
e entre populacdes (COSTA et al., 2011).

Os marcadores moleculares tém sido muito utilizados para estimar a
diversidade genética de espécies nativas amazbnicas, como Bertholletia
excelsa Bonpl (RAMALHO et al., 2016), Theobroma grandiflorum (Willd. ex
Spreng.) K. Schum (SILVA et al., 2016), Theobroma speciosum (VARELLA et
al., 2016) e Spondias mombin L. (SILVA et al., 2017). Conforme Costa et al.
(2011), as pesquisas de diversidade genética sdo fundamentais, especialmente
para espécies nativas, pois a magnitude da diversidade ainda ndo é totalmente
conhecida.
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Entre os marcadores moleculares baseados na técnica de Reagdo em
Cadeia de Polimerase (PCR) estdo os marcadores moleculares SSR (Sample-
Sequences Repeat) ou microssatélites. Os marcadores moleculares
microssatélites estdo em grande nimero no genoma, e estdo presentes tanto
nas regides codificadas como nas regides nao codificadas, e por isso
reconhecidos como um dos mais seguros para estimar a diversidade genética
(KALIA et al., 2011). Contudo, para desenvolvé-lo, como feito para G.
americana, € necessario saber se os loci estéo ligados e se sua heranca segue
as regras de segregacao mendelianas (MANOEL et al., 2014; MANOEL et al.,
2015).

Assim, o presente estudo objetiva avaliar a diversidade genética e a
estrutura populacional de trés populacdes de G. americana com ocorréncia

natural no norte do Estado de Mato Grosso por meio de marcadores SSR.
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Material e Métodos

Area de Coleta

As coletas foram realizadas nos municipios de Alta Floresta (AFL),
Matupa (MTP), e Nova Bandeirante (NBD), todos localizados no norte do
estado de Mato Grosso, Brasil (Figura 1). O municipio de Alta Floresta tem
area territorial de 8.976,309 km2, Matupa, tem area territorial de 5.239,672 km?
e Nova Badeirantes, 9606.257 km2 (IBGE, 2016). O clima é quente e Uumido,
com temperaturas médias anuais acima de 24 °C, pluviosidade média anual
acima de 2.400 mm, com uma estagao seca definida de 3-5 meses (ZAPPI et
al., 2011). Os tipos de vegetacdo na regido sdo de transicdo entre Floresta
Ombrdfila, Floresta Estacional e Savana, (IBGE, 2017; ZAPPI et al., 2011).
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Figura 1. Localizacdo geografica das trés populacdes de G. americana
amostradas para este estudo nos municipios de Alta Floresta, Matupa e Nova
Bandeirantes no estado de Mato Grosso, Brasil.

Em cada municipio, foi selecionada uma area onde a espécie tem
ocorréncia natural. Cada area se constituiu em uma populacdo de estudo,

totalizando trés populacdes. Foram amostrados 64 individuos distribuidos entre
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0s municipios de Alta Floresta (AFL) (20), Matupad (MTP) (20) e Nova
Bandeirantes (NBA) (24). Todos os individuos foram localizados nas bordas
dos fragmentos florestais das populacbes em estudo. Cada individuo foi

marcado e mapeado com auxilio de GPS.
Coleta do Material

De cada um dos 64 individuos de G. americana selecionados, foi
amostrado material foliar, coletado com o auxilio de atiradeira manual e podao.
Foram coletadas preferencialmente folhas jovens, sem danos ou sinais de
doenca. O material foi identificado ainda em campo, armazenado em silica gel
e transportado para o laboratorio de Genética Vegetal e Biologia Molecular do
Campus Universitario de Alta Floresta - UNEMAT, posteriormente foi

armazenado em freezer (-20 °C) até a extracdo de DNA.
Extracdo e Quantificagcdo de DNA

O DNA genbmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de
material foliar seguindo o método CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Am&nio)
descrito por Doyle e Doyle (1987) com modifica¢cdes: aumento da concentracao
de polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2%, CTAB de 2% para 5% e de
Bmercaptoetanol de 0,2% para 2% no tampao de extracdo, além da reducéo do

tempo de incubacgéo a 65°C de 60 min. para 30 min.

O tecido foliar foi lavado em agua corrente e seccionado manualmente
em almofariz de porcelana, sendo macerado com nitrogénio liquido com auxilio
de um pistilo. O produto macerado foi transferido para microtubos de 2 mL,
sendo adicionado 800 pL de tampéo de extragdao CTAB (100 mM Tris-HCI, pH
8,0; 1,4 M cloreto de sddio; 20 mM EDTA; 5% CTAB; 2% polivinilpirrolidona
(PVP) e 2% B-mercaptoetanol), posteriormente foi agitado em vortex e

incubado em banho-maria a 65 °C por 30 minutos.

ApoOs resfriamento a temperatura ambiente, os microtubos foram
centrifugados a 12.000 rpm em micro centrifuga por 10 minutos. Em seguida a
fase aguosa (sobrenadante) foi transferida para um novo microtubode 1,5 mL e

adicionado 700 pL de cloroférmio: alcool isoamilico 24:1 (v/v). Os microtubos
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foram agitados por aproximadamente 1 minuto em vortex e centrifugados a
10.000 rpm em micro centrifuga por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo e precipitado com o volume equivalente de alcool
isopropilico gelado (-20 °C) por cerca de 3 horas em freezer a -20 °C. Apos
este periodo, o material foi centrifugado a 12.000 rpm por 10 minutos e o
precipitado foi lavado duas vezes com &lcool etilico a 70% (v/v) e uma vez com
alcool etilico a 95% (v/v). Depois da secagem por aproximadamente 15 minutos
em temperatura ambiente, o precipitado foi ressuspendido em 40 uL de TE 0,1
mM (10 mM Tris-HCI;, 1 mM EDTA, pH 8,0) com 0,12 pL RNAse na

concentragéo de 10 mg/mL.

A solugéo foi incubada em banho-maria a 35 °C por 30 minutos.
Posteriormente, os microtubos foram armazenados em freezer (-20 °C). A
qualidade e a quantificacdo do DNA extraido foram realizadas por meio da
técnica de eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio
(0,2 mg/mL). A quantificacdo foi realizada por comparagdo com pesos
moleculares de DNA padréo (lambda) com amplitude de variacdo de 10, 20, 50
e 100 ng. O DNA quantificado foi diluido para a obtencdo das solucfes de
trabalho a 7,5 ng/uL (MANOEL et al., 2014).

Amplificacdo e genotipagem de locus SSR

Foram testados 17 primers SSR (Simple Sequence-Repeat)
desenvolvidos para G. americana L. (MANOEL et al, 2014), sendo

selecionados seis primers para analise (Tabela 1).

76



Tabela 1. Primers SSR desenvolvidos por Manoel et al. (2014) selecionados
para analise de diversidade genética de G. americana.

Nome Classe Sequéncia Tamanho
esperado
F CATTCCACATTTGCCCTTG
Gam 01 R  GCTTTCCTGTTCCCTAAATCC 175
om0 F  GCACCAGAGTCTAAAGCCAGA 166
R  TGCACGAGTTCATTGAGATTG
cam 08 F TGAAATTGCCTCTTACACACAC e
R AACCACTTCCTTGAACACTGC
F  CTCTGCGTGTGTGTGTGTGT
Gam 06 R  CAAAGACTGTGCGGCATCT 150
cam 11 F  AGCCACTACCACCAGTCCAT e
R  GGAGACCGAGTGTTACATTTCA
F  TGACTTGGTGCTGTGAGACGAG 214
Gam 36 R  TCAAAATCCTCCCCGCCTT

As reacdes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em termociclador
Biocycler com um volume final de 12 pL, sendo 2 uL de DNA (+ 7,5 ng), 2,4 uL
de tampéo 5x, 0,6 yL de MgCI2 (50 mM), 2 uL de primer 1 (2uM), 2 yL de
primer 2 (2 pyM); 2 yL de dNTP (1 mM de cada dNTP), 0,15 uL de Taq
polimerase (5 U/ul) e 0,85 de H,O. O programa de amplificacédo utilizado foi o
proposto por Manoel et al. (2014), sendo: 5 minutos a 95 °C (desnaturacdo
inicial); 30 ciclos de 45 segundos a 95 °C (desnaturacao); 1 minuto a 53,5 — 62
°C (anelamento),a temperatura de anelamento variou de acordo com o iniciador

utilizado; 1 minuto a 72 °C (extenséo) e 7 minutos a 72 °C (extenséo final).

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 3% em tampéao de corrida TBE 1X (89,15 mM de Tris Base; 88,95 mM
de Acido Bérico e 2,23 mM EDTA), com voltagem constante de 80 V por
aproximadamente cinco horas. A coloragéo do gel foi realizada com brometo de
etideo (0,6 ng/mL). Para comparacdo dos tamanhos dos fragmentos
amplificados foi utilizado o DNA ladder de 100 pb (Kasvi). Em seguida o gel foi
fotografado quando irradiado por luz ultravioleta pelo Transiluminador UVB
LTB-21x26 (Loccus Biotecnologia®) com camera digital (Sony®).
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Analise dos dados

Os fragmentos de SSR (produtos de amplificacdo) foram analisados no
programa GelQuantPro® (DNR, 2006), para a constru¢cdo de uma matriz com

base no tamanho das bandas (pb) encontradas nos géis.

O programa Power Marker V.3.25 (LIU e MUSE, 2005), foi utilizado
para a determinacdo da frequéncia alélica, heterozigosidade observada e

esperada, PIC (Contetdo de informac&o de polimorfismo) e indice de Fixacdo

(F).

Os dados da matriz foram analisados pelo programa GenAlEx 6.5®
(PEAKALL e SMOUSE, 2006) para a obtencdo da analise das coordenadas
principais (PCA) e da variancia molecular (AMOVA), para inferir sobre a
estrutura genética das populacdes por meio da decomposicdo total nos

componentes entre e dentro de populagdes.

A matriz dos valores de distancia genética de Nei et al. (1983) entre os
individuos, gerada pelo programa Power Marker V.3.25, foi importada para o
MEGA 6.5 (KUMAR et al., 2004) para a constru¢ado do dendrograma utilizando
0 método UPGMA.

O programa “Structure” (Pritchard et al., 2000), baseado em estatistica
bayesiana, foi utilizado para inferir o nimero de grupos (k). Foram realizadas
20 corridas para cada valor de K, 200.000 “burn-ins” e 500.000 simulag¢des de
Monte Carlo de Cadeias de Markov (MCMC). Para definicho do K mais
provavel em relacdo aos propostos foram utilizados os critérios de Pritchard e
Wen (2004) e também o critério de Evano et al. (2005), sendo os resultados

enviados para o site Structure Harvester.
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Resultados

Os seis primers microssatélites utilizados na genotipagem dos 64
individuos de G. americana amplificaram um total de 17 alelos, com variacéo
de dois a quatro alelos por loco com média de 2,83 por primer. O maior
namero de alelos foi revelado pelo primer Gam 02 (4 alelos). A diversidade
génica (Dg) variou de 0,64 para o primer GAM36 a 0,92 para o primer GAM02

com média de 0,80 por primer (Tabela 2).

O conteudo de informacgéo polimérfica (PIC) variou de 0,29 a 0,60 com
média de 0,45. A heterozigosidade observada apresentou um valor médio de
0,17, com o valor maximo de 0,53 para o primer Gam 02. A heterozigosidade
esperada variou de 0,35 a 0,67, ficando acima da heterozigosidade observada
para todos os primers utilizados (Tabela 2). Esta relagdo entre
heterozigosidade observada e esperada resultou em coeficientes de
endogamia (f) positivos para todos os locos analisados, tendo apresentado
uma meédia geral de f = 0,40 o que indica uma maior ocorréncia de
homozigotos nas populacdes do que a esperada pelo equilibrio de Hardy-
Weinberg (HW).

Tabela 2. Numero de alelos (Na), Diversidade Génica (Dg), Heterozigosidade
esperada (He), Heterozigosidade observada (Ho) e Conteudo de Informacéo
polimorfico (PIC) para os seis primers SSR, com base na amplificacdo de 64
individuos de G. americana das trés populacdes amostradas no Norte de Mato
Grosso, Brasil.

Primer Na Dg He Ho PIC
Gam01 3 0,87 0,61 0,27 0,54
Gam02 4 0,92 0,67 0,53 0,60
GamO03 2 0,84 0,35 0 0,29
GamO06 2 0,80 0,48 0 0,36
Gamll 3 0,70 0,57 0,13 0,49
Gam36 3 0,64 0,50 0,10 0,44
Total 17 - - - -
Média 2,83 0,80 0,53 0,17 0,45

Todas as populagbes apresentaram uma alta diversidade génica,
entretanto as populagbes AFL e NBD demonstraram maior diversidade com

0,87 (Tabela 3). A heterozigosidade esperada foi de 0,48 para a populacéo
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AFL; 0,51 para MTP e 0,57 para NDB, estando sempre acima da
heterozigosidade observada em todas as popula¢des. O indice de fixacao foi
alto para todas as populacbes (Tabela 3). O conteddo de informacéo

polimorfica variou de 0,40 a 0,50.

Tabela 3. Comparacao da diversidade genética entre as trés populacdes de G.
americana estudadas via indice de diversidade génica de Nei (H). Diversidade
Génica (Dg), Heterozigosidade esperada (He), Heterozigosidade observada
(Ho), indice de fixaco (f) e Contetido de informac&o polimorfica (PIC).

Populacbes Dg He Ho f PIC
AFL 0,87 0,48 0,14 0,72 0,40
MTP 0,83 0,51 0,21 0,60 0,42
NBD 0,87 0,57 0,13 0,78 0,50

Esta diversidade intrapopulacional pode ser observada nos
dendogramas das populacfes apresentados nas figuras 2, 3 e 4.

No dendrograma representando a populacdo AFL pode-se observar a
formacdo de trés grupos (Figura 2), sendo o grupo | formado por quatro
individuos e os grupos Il e 11l foram constituidos por oito individuos, subvididos
em dois subgrupos A e B. Os gendtipos mais similares nesta populacédo foram
0s AFL09, AFL10 e 0 AFL11; os AFL5 e AFL6 e os AFL2 e AFL18.
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Figura 2. Dendrograma de similaridade genética entre os individuos da
populacdo AFL de G. americana, definido pelo critério de agrupamento
UPGMA, com base distancia genética de Nei, por meio de marcadores SSR.

Na populagdo MTP foi observado a formagéo de dois grupos, sendo o
grupo | constituido por quatro individuos, tendo neste grupo os individuos
MTP18 e MTP19 como os mais similares, neste grupo também pode ser
observada a formacéo de subgrupos menores (Figura 3). No grupo Il foram
alocados 16, sendo observado a formacdo de trés subgrupos A, B C. Os
individuos mais similares dentro do grupo | foram MTP18 e MTP19. Nos
subgrupos representados no grupo IlI, os individuos mais similares foram
MTP1, MTP2, MTP3 e MTP4 (subgrupo A), MTP6 e MTP7 (subgrupo B), e,
MTP8 e MTP13 (subgrupo C).
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Figura 3. Dendrograma de similaridade genética entre os individuos da
populacdo MTP de G. americana, definido pelo critério de agrupamento
UPGMA, com base distancia genética de Nei, por meio de marcadores SSR.

Na populagdo NBD, assim como na populagdo AFL houve a formacao
de trés grupos (Figura 4), sendo alocados no grupo | 11 individuos, no grupo Il
quatro individuos e no grupo Il nove individuos. Todos o0s trés grupos
subdividiram-se em dois subgrupos A e B. Os individuos mais similares foram
NBD18 e NBD19 (Grupo I, subgrupo A) e os individuos NBD8 e NBD13 (Grupo
[ll, subgrupo B).
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Figura 4. Dendrograma de similaridade genética entre os individuos da
populacdo NBD de G. americana, definido pelo critério de agrupamento
UPGMA, com base distancia genética de Nei, por meio de marcadores SSR.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) indicou que 13% da variancia
total como diferenca entre populacdes e 87% dentro de populacdes, revelando
que a maior diferenciacdo genética estda no componente intrapopulacional do

gue no componente interpopulacional (Tabela 4).

Tabela 4: Analise molecular da variancia (AMOVA) nas trés populactes
naturais de G. americana, localizadas no norte do estado de Mato Grosso
estudadas a partir de seis marcadores SSR.

Fonte de Variagdo GL* SQ* Cv* VT (%)* Fst
Entre Populagbes 2 26,81 0,273 13 0,13
Dentro de Populagcdes 63 223,10 1,785 87

Total 64 24991 2,058

* Grau de Liberdade (GL), Soma dos Quadrados (SQ), Componente de Variancia
(CV), Variancia Total (VT) e P sdo as probabilidades de ter um componente de
varidncia maior que os valores observados ao acaso. As probabilidades foram
calculadas por 1023 permuta¢des ao acaso. P<0,001
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A analise de AMOVA revelou que a maior parte da variacdo genética foi
devido a diferencas entre individuos, confirmando a diversidade
intrapopulacional observada nos dendogramas das populacbes apresentados
na figura 2,3 e 4.

A analise das coordenadas principais (Figura 5) indicou que os
individuos ndo estdo separados de acordo com suas procedéncias. A maior
parte da variacdo entre individuos é explicada pela primeira coordenada
principal (19,7%), que em conjunto com a segunda coordenada principal,
representam cerca de 33,2% da variagéo total. Observou-se no agrupamento
gerado pelo grafico da PCoA, que os individuos da populacdo NBD ficaram

mais isolados das outras duas populacgdes.

Principal Coordinates (PCoA)
A6 s b °
A1l
A5 416 il :i? 1%
20
A
~ A849, 4 14 14 ¢ 193 j%fglzga * AFL
'.g' A 13 A 23 "13& 4
MTP
S * 184 1@ 1 %31%6
* 13 . 2" . A NBD
11 00£ﬂ41 4 _"_&m%'
198
Coord. 1

Figura 5: Disperséo grafica a partir da analise das coordenadas principais dos
64 individuos de G. americana provenientes das trés populacdes AFL, MTP e
NBD amostradas no norte de Mato Grosso.

A estrutura genética das populacdes de G. americana foi verificada por
meio de analise com o programa Structure 2.3.4. O numero mais provavel de
populacdes diferentes que contribuiram na composicao genética da populacao
em estudo foi verificado pela estimativa do AK descrito por Evanno et al.
(2005). O AK foi estimado para K variando de um até seis, sendo que o maior
valor ocorre para o numero de popula¢cdes geneticamente distintas que melhor
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explica o conjunto de dados. Para este estudo, o valor de K indicou a presenca
de cinco grupos genéticos, ou populacdes, distintas dentre os 64 individuos
analisados (Figura 6).

O grafico da composi¢céo genética dos 64 individuos de G. americana foi
obtido utilizando o Structure (Pritchard et al., 2000), com K =5. Os cinco grupos
genéticos encontrados estéo representados nas cores vermelho, amarelo, rosa,
verde e azul, indicando respectivamente as populacdes (A, B, C, D e E)
formadas pela analise do structure (Figura 6). A Figura 6 indica que as cinco
populacdes (A, B, C, D e E) estdo presentes nha composi¢cdo gendmica das trés
populacdes originalmente amostradas (AFL, MTP e NBD) nos diferentes
municipios. Ainda que as populacdes originais (AFL, MTP e NBD) tenham
proporcdes diferentes de contribuicdo das populagbes A, B, C, D e E ndo ha
uma relacdo clara entre as populagcbes AFL, MTP e NBD com essas
populacbes. Isso indica que a diversidade genética ndo encontra-se

estruturada geograficamente nas populacfes amostradas neste estudo.

A W) 402 XD 4(1) 1801) 3@ 10) %) 38(2) 3% S(J 14(” 17(1)  43(3)  20(1) 45‘(3 33() 55(i 3() 42() 32(2l 3i(2) 58(3) 2%(2)
22) 1(1) 36(2) a3 1) 24(2) 35(2) 1Y) 11) 8(1) AL 8(1) 6(1) 15(1) 13(1) 151y 50(3)  30(2) 81(3) a3 28(2) ELvil 60(3)  5%(3) 26(2)

Deltak Stdev

Reps Mean LnP(K) Ln(K)  |Ln"(K) Dehtak

K
1 20 -545.085.000 0.410744 — — —
- 2 20  -478.625.000 3.562.358 66.460.000 25.325.000 7.109.055
swooese 3 20  -437.490.000 1.486.072 41.135.000 2.935.000 2.001.947
4 20  -399.290.000 1.185.394 38.200.000 2.165.000 1.826.398
5 20  -358.925.000 3.114.968 40.365.000 30.740.000 9.868.480
[

20  -349.300.000 8.466.902 9.625.000 — —

B B, SO SO S0 [ 1(1-20):AFL; 2 (21-40):MTP; 3 (41-64):NBD. |

Figura 6. Representacao da distribuicdo dos 64 individuos de G. americana em
grupos segundo dados moleculares de 6 primers SSR, utilizando o programa
“Structure”. Os individuos estdo representados por barras verticais com
coloracdes de acordo com o grupo ao qual pertencem (cinco grupos, K =5).
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Discussao

Os primers utilizados neste estudo revelaram a presenca de 17 alelos
nos 64 individuos (média 2,83). O numero de alelos obtidos foi inferior ao
encontrado por Manoel et al. (2014), comparando 0s mesmos primers deste
estudo, ao analisarem duas populacdes de jenipapeiro em Mato Grosso do Sul
(19 individuos) e Séo Paulo (21 individuos), onde obtiveram 33 alelos (média

5,50) na primeira populacdo e 27 alelos (média 4,50) na segunda populacéo.

O conteudo de informacgéo polimérfica de G. americana com marcador
microssatélite apresentou média de 0,45, esse valor é superior ao encontrado
por Silva et al. (2014) para a mesma espécie (0,21) em analise com marcador
molecular ISSR (Inter-Simple Sequences Repeat). Conforme Botstein et al.
(1980), marcadores com valores do contetdo de informacgdo polimorfica (PIC)
acima de 0,50 sao considerados muito informativos, com valores entre 0,25 e
0,50 sdo razoavelmente informativos e aqueles com valores inferiores a 0,25
sdo pouco informativos. O PIC médio (0,45) observado para jenipapeiro indica

gue os maracadores foram razoavelmente informativos.

A heterozigosidade observada para as trés populagdes do jenipapeiro foi
inferior a heterozigosidade esperada. Resultados semelhantes tém sido
encontrado em diversos estudos com espécies tropicais (DARDENGO et al.,
2016; VARELLA et al., 2016; SILVA et al., 2017). Conforme Alves et al. (2007)
0 numero de alelos esta correlacionado ao valor de heterozigosidade esperada.
Quanto mais alelos presentes nas populacdes, maior deve ser 0 numero de
heterozigotos entre os individuos, seguindo as proporcdes previstas na Lei de
Hard-Weinberg (GRIFFITHS et al., 2013). Os valores obtidos neste estudo
revelam que as populacdes de G. americana néo estdo em equilibrio de Hardy-

Weinberg, como indicou a média do indice de fixagao.

A média do indice de fixacdo para as populagdes estudadas foi de 0,40,
sendo positiva e alta para os individuos do jenipapeiro indicando presenca de
endogamia nas populacfes. Contudo, esse alto indice de fixacdo ndo é padréo
para a espécie G. americana, como foi exposto por Sebben et al. (1998) (média
de -0,07) e por Manoel et al. (2014) (médias de -0,04 e -0,09). Conforme

Kageyama et al. (2003), o indice de fixacdo (f) € um dos parametros mais
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importantes da genética de populag¢des por medir o balan¢o entre homozigotos
e heterozigotos: espécies com mais homozigose do que heterozigose podem
ser resultantes de efeito fundador. Ainda de acordo com 0s mesmos autores, 0
valor de f positivo e alto, significa que as populacdes se estruturam conforme

deriva genética.

A maior parte da diversidade genética encontra-se dentro das
populacbes de G. americana, conforme revelado pela AMOVA. Isso é
decorrente do mecanismo de reproducdo da espécie. G. americana € uma
espécie funcionalmente dioica, com sistema de reproducao alogamico, sendo
as flores polinizadas por pequenas e grandes abelhas (Bombus morio e
Epicaris rustica flava) (GURGEL-GARRIDO et al., 1997).

O agrupamento gerado pelo método PCoA, bem como a distribuicédo
em 5 grupos gerado no programa “Structure”, ndo correspondeu a distribuicdo
geografica dos individuos, revelando que a diversidade genética ndo esta
estruturada geograficamente. Em estudos com espécies da Amazénia (Maurita
flexuosa, Theobroma speciosum e Spondias mombin), foram observados que a
diversidade genética se apresentou estruturada geograficamente (ROSSI et al.,
2014; VARELLA et al., 2016 e SILVA et al., 2017), diferente do observado para

este estudo.

Os individuos de G. americana se encontram em areas fragmentadas,
0 que pode ter influenciado nos padrdes da diversidade genética e nos indices
de fixacdo das populacdes estudadas. Paisagens perturbadas além de
influenciar na demografia de espécies vegetais tambéem tém influencia na
densidade de polinizadores (HADLEY e BETTS, 2012) e de dispersores de

sementes.

Em populacgbes fragmentadas pode ocorrer o aumento da endogamia,
decorrente da maior probabilidade de autofecundacdo e cruzamento entre
individuos aparentados, por uma reducdo no numero de individuos, sendo
gerada uma taxa de endogamia maior com auto-fecundacdo (CARVALHO et
al., 2010). Gaino et al. (2010) alegam que populagbes isoladas tendem a
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reduzir a diversidade e o tamanho das populagdes, reforcando a necessidade
de conservacgao de espécies vegetais.
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Conclusao

Os genotipos das populacdes apresentam diversidade genética, sendo
maior dentro das populagcbes do que entre as populacdes. As trés populacdes
apresentam alta diversidade genética.

As populagdes estudadas apresentam altas taxas de endogamia, como
consequéncia da baixa heterozigosidade encontrada, podendo estar
relacionada com o ambiente fragmentado em que as populacdes se encontram
atualmente, diminuindo o numero de individuos de G. americana e de

polinizadores.

Se tratando de uma espécie nativa importante culturalmente e
economicamente, além de ser atrativa para animais selvagens, propde-se que
os fragmentos com ocorréncia de individuos de G. americana sejam mantidos
para manutencdo da diversidade genética, uma vez que a maior diversidade

esta no componente intrapopulacional.
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4. Conclusdes Gerais

Os usos da espécie G. americana praticadas por conhecedores
populares ndo pBe em risco a diversidade da espécie e promovem sua
conservacdo. A espécie é utilizada na medicina popular e culinaria,

principalmente.

A espécie possui alta regularidade meidtica e alta viabilidade polinica.
Os polens de G. americana tém exina reticulada e sdo médios, oblato-

esferoidal, tricolporados.

Os gendtipos das populacbes apresentam alta diversidade genética,
sendo maior dentro das populacbes do que entre as populacdes. As
populacdes de G. americana AFL, MTP e NBD apresentam altas taxas de

endogamia.

Por ser uma espécie nativa importante, propde-se que os fragmentos
com ocorréncia de individuos de G. americana sejam mantidos e que areas
degradadas sejam recuperadas para manutencdo da diversidade genética e
também para possibilitar maiores chances de sucesso na reproducdo da
espécie, reduzindo a exposicao da espécie a deriva genética, reducao do fluxo

génico e endogamia.
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ESTADO DE MATO GROSSO
SECRETARIA DE ESTADO DE CIENCIA E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE MATO GROSSO
CAMPUS UNIVERSITARIO DE ALTA FLORESTA

Pesquisa: Uso do jenipapeiro entre moradores de comunidades rurais de Carlinda, MT

Identificacdo — Dados Pessoais
1) Nome:

2) ldade: Sexo: () Masculino ( ) Feminino
3) Estado civil:
4) Naturalidade:
5) Escolaridade:

a) () Analfabeto e) ( ) Apenas Alfabetizado

b) ( ) Ens. Fundamental Incompleto f) ( ) Ens. Fundamental Completo
¢) ( ) Ens. Médio Incompleto g) ( ) Ens. Médio Completo

d) () Superior Incompleto h) ( ) Superior Completo

6) Profissao:
7) Morana: Zona Urbana ( ) ZonaRural ()

8) Comunidade e/ou bairro que

reside:

9) Tempo de moradia na comunidade e/ou bairro no
Municipio:

10) Qual sua cidade de origem?

Dados da Planta — Jenipapeiro

1 — Vocé conhece a planta Jenipapeiro e/ou seus subprodutos?
()sim

( ) Nao

2 — Quiais 0s usos que vocé conhece do jenipapeiro?

3. Vocé possui jenipapeiro em sua propriedade?
()sim ( ) nédo
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4. Onde adquire o jenipapeiro?

5. Vocé realiza alguma atividade de compra e venda dessa planta?

6. Se sim, como € a procura por essa planta?

7. Quais produtos do jenipapeiro sdo vendidos em sua banca? (N&o aplicavel)

8.Tem interesse em aumentar a producao ou comercializagdo dessa planta?

9. Alguma recomendacéo especial para coleta e preparo (época do ano, cuidados, etc.):

10 — Como reconhece o jenipapeiro?

11. Vocé utiliza o jenipapeiro como planta medicinal?

( )Sim( ) Néo

12. Como obteve a informacéo sobre o jenipapeiro?

( ) reportagens na TV () artigos cientificos () livros/revistas ( ) geracdo para
geracao

() conversas com vizinhos () outros
13. Vocé acredita que o jenipapeiro tem propriedades medicinais?
()sim

( ) nédo

14. O jenipapeiro é indicado para quais enfermidades?

15. Qual parte da planta (jenipapeiro) é utilizada?
( )raiz( )caule( )folha( )fruto( ) flores( )sementes( ) casca
( ) outros
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16. Como é preparado?
( ) infusdo ( ) maceragéo ( ) fervido ( ) innatura( )
outros

17. Além do uso medicinal, quais as outras formas de uso que faz do jenipapeiro?
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