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RESUMO

TIAGO, Poliana Vicente. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso, margo
de 2016. ETNOBOTANICA, MORFOANATOMIA, HISTOQUIMICA,
FITOQUIMICA E DIVERSIDADE GENETICA DE Hymenaea courbaril L.,
LEGUMINOSAE. Orientadora: Dra. Ana Aparecida Bandini Rossi. Co-
orientadores: Dra.lvone vieira da Silva e Dr. José Martins Fernandes.

Hymenaea courbaril L. (jatobd) € uma espécie arborea, pertencente a familia
Leguminosae, com distribuicdo neotropical. No Brasil, a familia esta distribuida
em todos os dominios fitogeograficos, com 2.807 espécies. A espécie possui
diversos usos populares, sendo utilizada na regeneracdo de ambientes e
recomposicao de reservas florestais. Possui grande importancia econémica por
fornecer madeira de boa qualidade, apresentar potencial farmacoldgico, e ser
empregada na alimentagdo humana e animal. Objetivou-se realizar um estudo
etnobotéanico, uma caracterizacdo morfoanatdbmica, histoquimica e fitoquimica
do caule e foliolos de Hymenaea courbaril, bem como analisar a diversidade
genética de populacbes nativas da espécie. Participaram do estudo
etnobotanico 26 moradores dos municipios de Alta Floresta, Carlinda e Nova
Bandeirante, selecionados pelo método de Bola de Neve. Dados etnobotéanicos
foram obtidos a partir de perguntas fechadas e abertas com os entrevistados.
Para a morfoanatomia e histoquimica, o material botanico (caule e foliolos) foi
analisado no laboratério de Biologia Vegetal. Realizou-se sec¢des transversais
e paradérmicas nos 0Orgaos, obtidos a mao livre, com auxilio de lamina de
barbear, duplamente corados (Azul de Astra e Fucsina Bésica) e montadas em
laminas histolégicas. O material fresco foi submetido aos testes histoquimicos,
vanilina cloridrica, tricloreto de antiménio, cloreto de ferro Il 10%, &cido
tanico/cloreto de ferro Il 3%, sudéo 1V, lugol e acido sulfdrico. Para o estudo
fitoquimico os érgdos vegetativos foram submetidos aos testes de saponinas,
taninos, alcaldides, flavonoides, glicosideos -cardiotdnicos, antraquinonas,
esterdides e terpenos. Para andlise da diversidade genética foram genotipados
54 individuos de 3 populacdes nativas no norte do Estado de Mato Grosso com
10 primers ISSR. O estudo etnobotanico evidenciou que a maioria dos
informantes nasceu na regido Sul do Brasil, e residem ha mais de 20 anos na
regido de Alta Floresta, praticando agricultura familiar. A espécie é usada nas
categorias alimentar, artesanato, ecolégica, madeireira, medicinal e
tecnoldgica, totalizando 42 tipos de usos, onde 83% dos usos foram incluidos
na categoria medicinal. Destacando-se seu uso no tratamento da gripe, anemia
e farinha do fruto para alimento. No estudo morfoldgico verificou nos foliolos e
frutos caracteristicas como glandulas resiniferas, cavidades secretoras no
caule e nos foliolos. Na fito-histoquimica detectou-se a presenca de taninos,
flavonoides, glicosideos cardiotdnicos, antraquinonas, saponinas, oO6leos
essenciais, lipidios, mucilagens, terpenoides e esterdides nos canais
secretores do caule e dos foliolos. Os resultados da andlise molecular
revelaram que ha diversidade genética nas populacbes estudadas e que a
maior diversidade esta em nivel intrapopulacional do que interpopulacional nas
populacdes estudadas. Que as populacdes com maior similaridade genética
sdo as mais proximas geograficamente. Através do levantamento etnobotanico
pode-se verificar que Hymenaea courbaril apresenta grande interesse
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econdmico e medicinal para os moradores da regido norte de Mato Grosso.
Quanto as andlises Fito-histoquimica foi possivel evidenciar a presenca de
metabdlitos secundarios com potencial medicinal. A variabilidade genética
propde-se, que sejam mantidos individuos de ambas as populagdes, a fim de
preservar a diversidade genética intrapopulacional possibilitando assim a
manutencao e conservacgao efetiva da espécie.

Palavras-chave: Canais secretores, Etnoconhecimento, ISSR, Jatoba.
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ABSTRACT

TIAGO, Poliana Vicente. M.Sc. Universidade do Estado de Mato Grosso, March
2016. ETHNOBOTANY, MORPHO-ANATOMY, HISTOCHEMISTRY,
PHYTOCHEMISTRY AND GENETIC DIVERSITY OF Hymenaea courbaril L.,
LEGUMINOSAE. Adviser: Dr. Ana Aparecida Bandini Rossi. Co-advisers: Dr.
Ivone vieira da Silva and Dr. José Martins Fernandes.

Hymenaea courbaril L. (‘jatobd’) is a tree species of the family Leguminosae
with neotropical geographic distribution. In Brazil, the family is distributed across
all phytogeographic domains, with 2,807 species. The species has many
popular uses, it is employed in the regeneration of environments and recovery
of forest reserves. It has great economic importance for its good-quality wood,
having pharmacological potential and being used in human and animal food.
The objective was to perform an ethnobotanical study and a morpho-
anatomical, histochemical, and phytochemical characterization of stem and
leaflets of Hymenaea courbaril L., as well as analyze the genetic diversity of
native populations of this species. Twenty-six residents of the municipalities of
Alta Floresta, Carlinda and Nova Bandeirante participated of the ethnobotanical
study. They were selected by the snowball sampling method. Ethnobotanical
data were obtained through closed and open-ended questions answered by the
interviewees. For the morpho-anatomy and histochemical analyses, the
botanical material (leaflets and stem) was analyzed in the Vegetable Biology
Laboratory. Transverse and paradermal sections were made in the organs.
They were obtained by hand, using a razor blade. Subsequently, they were
doubly stained (Astra Blue and Basic Fuchsin) and mounted on histological
slides. The fresh material was submitted to histochemical tests, vanillin-HCI,
antimony trichloride, 10% ferric chloride Ill, tannic acid/3% ferric chloride IlI,
sudan 1V, lugol’s solution, and sulfuric acid. For the phytochemical study, the
vegetative organs were submitted to saponins, tannins, alkaloids, flavonoids,
cardiotonic glycosides, anthraquinones, steroids and terpenes tests. For the
analysis of genetic diversity, fifty-four (54) individuals from three native
populations in north Mato Grosso state were genotyped with 10 ISSR primers.
The ethnobotanical study showed that the majority of informants were born in
the South Brazil and they have lived over 20 years in the region of Alta Floresta,
practicing family farming. The species is used in the food, crafts, ecology,
forestry, medicine, and technology categories, totaling 42 types of use, with
83% of them included in the medicine category. Noteworthy uses are treatment
of the flu and anemia, and consumption of the fruit flour. The morphological
study on leaflets and fruits showed characteristics like resin glands, and
secretory cavities in stem and leaflets. In the plant-histochemical analysis we
detected presence of tannins, flavonoids, cardiotonic glycosides,
anthraquinones, saponins, essential oils, lipids, mucilages, terpenoids and
steroids in the secretory canals of the stem and leaflets. The results of
molecular analysis revealed that there is genetic diversity in the studied
populations. The diversity is more intrapopulational than interpopulational in the
studied populations. The populations with the highest genetic similarity are
closest geographically. Through ethnobotany survey can be observed that
Hymenaea. courbaril show great economic and medical interest for residents of
north Mato Grosso. Regarding phyto-histochemical analysis was possible to
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evince the presence of secondary metabolites with medicinal potential. The
genetic variability, we propose that individuals from both populations be kept in
order to preserve the intrapopulation genetic diversity, thereby allowing the
maintenance and effective conservation of the species.

Key words: Ethno-knowledge, ISSR, Jatoba, Secretory canals
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1. INTRODUCAO GERAL

Hymenaea courbaril L. (jatob4d) € uma espécie arbérea, (Caesalpinioideae
Leguminosae) que possui uma distribuicdo geografica com abrangéncia neotropical
(LIMA e PINTO, 2016). No Brasil sua distribuicdo se estende por todas as regifes
geograficas (ANDRADE et al., 2010).

E uma espécie com grande importancia ecoldgica, pois serve de alimento
para muitas espécies e para recomposicao vegetal (GOMES et al., 2013). Com
grande potencial econémico devido a utilizacdo do caule como madeira na
construcdo civil e na industria de méveis (MELO e MENDES, 2005; LORENZI,
2008). A espécie sofre constante ameaca de suas populacdes nativas, decorrente
da exploracdo comercial e do desmatamento de areas de ocorréncia em funcdo do
avanco da fronteira agricola na regido, reduzindo progressivamente as populacdes
naturais desta espécie.

H. courbaril possui diversos usos populares (ALBUQUERQUE e
ANDRADE, 2002; CARAMORI et al., 2004; LORENZI, 2008). Ha registro de uso da
folha para o controle biol6gico de insetos que atacam plantas (SHANLEY, 2005). No
tratamento de problemas pulmonares, gripe, bronquite, vermes, e no tratamento de
cancer de proéstata (DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002; SHANLEY, 2005). No preparo
de refrigerante ou fermentado para produzir bebidas alcodlicas (PARROTTA et al.,
1995). A casca, utilizada pelos indios para fazerem canoas (RIZZINI, 1971). Seu uso
em reflorestamentos apresenta potencial como planta fixadora de nitrogénio e
armazenadora de carbono (MORAES et al., 2013).

Devido a sua extensdo e localizacdo geografica a regido Amazonica
abriga a maior area de concentracdo de florestas tropicais, e abriga alguns dos
ecossistemas com maior diversidade biologica do mundo (CAPOBIANCO et al.
2001). Pesquisas e estudos locais e de como as espécies locais se comportam séo
importantes, visto que muito pouco ainda se conhece dos potenciais das plantas
presentes nestes ecossistemas (GOTTLIEB et al., 1996; CIPRIANO, et al. 2014). As
popula¢cées que moram na regido Amazonica sdo detentora na sua maioria de amplo
conhecimento sobre os potenciais usos de muitas destas espécies (PRANCE 1998),
tal conhecimento é uma ferramenta muito Util na conservacdo dos ecossistemas
naturais. Desta forma a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) faz relato de que
80% da populacdo mundial dependem da medicina natural (SPRINGFIELD et al.,
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2005). No Brasil, a medicina natural € uma op¢do medicamentosa que atende as
necessidades de varios municipios no que se refere ao atendimento primério a
salde (FUNARI e FERRO, 2005; BORBA e MACEDO, 2006).

As plantas foram por muito tempo o Unico recurso terapéutico utilizado no
cuidado da saude dos seres humanos, sendo, assim um conhecimento milenar que
faz parte da evolugdo humana (ALMEIDA, 1993). Para a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), medicamento fitoterapico é obtido empregando-se
exclusivamente matérias-primas ativas vegetais, que apresenta eficacia de uso,
assim como reprodutibilidade e constancia de sua qualidade, a eficicia deve ser
validada por meio de levantamentos etnofarmacolégicos de utilizacéo,
documentacdes tecnocientificas ou evidéncias clinicas (BRASIL, 2010). Estudo que
levantem estas informacdes, e deem suporte para o estabelecimento de principios
de uso, como indicacdes e posologia sdo cada vez mais importantes.

Neste sentido estudos de anatomia vegetal, testes fitoquimicos e
histoquimicos séo utilizados para propiciar um maior conhecimento das plantas, pois
através destes testes é possivel identificar espécies e 0os compostos produzidos por
estas. Tais testes permitem o reconhecimento do tipo de compostos e sua origem
nos tecidos da planta (FANK-DE-CARVALHO e GRACIANO RIBEIRO, 2005;
SANT’ANNA-SANTOS et al., 2006; VASCONCELOS-FILHO, 2008; SANTOS et al.,
2009).

A localizacdo de metabolitos nos tecidos e/ou determinadas células
vegetais torna-se um fator de elevada importancia, pois auxilia na indicacdo da
melhor parte do vegetal a ser utilizada nas terapias (SILVA 2008). Identificar estas
substancias pode auxiliar na fabricacdo de medicamentos e no tratamento de muitas
doencas, pois sua utilizacdo muitas vezes esta ligada a um fator cultural, onde
comunidades tradicionais possuem conhecimentos basicos do uso de plantas
medicinais e estas informacdes sao trocadas entre os individuos num processo
dindmico de aquisicdo e perda (AMOROZO, 2002), que pode muitas vezes ser
perdido ao longo da historia ou levar ao uso errbneo de partes da planta.

Com a fragmentacéo da vegetacdo nos ambientes que ocorrem na regiao
amazonica muitas das espécies locais respondem ao processo de fragmentacao
gerando respostas morfolégicas e/ou molecular, que podem interferir na qualidade e

guantidade de metabolitos que é produzido por estas espécies (GOMES et al.,



2014). Em populacdes fragmentadas que permanecem pequenas e isoladas por
muitas geragdes pode ocorrer o aumento da endogamia, decorrente da maior
probabilidade de autofecundacdo, devido o cruzamento entre individuos
aparentados e a divergéncia entre populacbes devido o cruzamento entre poucos
individuos remanescentes e a limitacdo do fluxo de genes entre os fragmentos
(ENGLAND et al., 2002; MARTINS et al., 2008). Assim estudos da variabilidade
genética de populacdes naturais buscam descrever os niveis e a distribuicdo das
populacoes.

Portanto, a biologia molecular tem fornecido ferramentas valiosas para
analises de diversidade e estrutura populacional para muitas espécies, talvez a mais
importante dessas ferramentas, seja o uso de marcadores moleculares a nivel de
DNA, gue detectam diferencas simples na informacao genética presente em dois ou
mais individuos e auxiliam na caracterizagdo de variabilidade e estrutura
populacional (FAJARDO et al., 1998; STRUSS e PLIESKE 1998; PESTSOVA et al.,
2000).

Neste contexto, objetivamos um estudo etnoboténico de Hymenaea
courbaril L. na regido de Alta Floreta, Norte do Estado de Mato Grosso, bem como
uma caracterizagdo morfoanatémica, histoquimica e molecular em individuos de
populacbes nativas da espécie, visando conhecer a diversidade e a potencialidade
da espécie, e assim, fornecer subsidios que possam contribuir para o seu
conhecimento e conservacao.

Este estudo esta organizado em trés capitulos. O capitulo 1 realizou-se
um estudo etnobotanico da espécie Hymenaea courbaril L. (Leguminosae,
Caesalpinioideae) na regido de Alta Floresta, Mato Grosso.

O capitulo 2 discute sobre a morfoanatomia, a histoquimica e fitoquimica
dos oOrgdos vegetativos de H. courbaril, visando histolocalizar as estruturas
secretoras e/ou células secretoras que armazenam metabdlitos segundarios, cujas
atribuicbes conferem potencial medicinal, além de verificar seu papel no
desenvolvimento e sobrevivéncia da espécie.

O capitulo 3 aborda sobre avaliacdo da diversidade genética e a estrutura
populacional em popula¢cfes naturais de H. courbaril com ocorréncia natural no norte

do Estado de Mato Grosso por meio de marcadores ISSR.
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3. CAPITULOS

3.1.ETNOBOTANICA DE Hymenaea courbaril L. (LEGUMINOSAE,
CAESALPINIOIDEAE) NA REGIAO DE ALTA FLORESTA, MATO
GROSSO, BRASIL



Resumo - (Etnobotanica de Hymenaea courbaril L. (Leguminosae,
Caesalpinioideae) na regidao de Alta Floresta, Mato Grosso, Brasil). O género
Hymenaea pertence a subfamilia Caesalpinioideae, com distribuicdo na América do
Sul, sendo o centros de diversidade na Amazodnia e Floresta Atlantica. Este trabalho
teve como objetivo conhecer os usos da espécie Hymenaea courbaril L.
(Leguminosae, Caesalpinioideae) entre moradores da regido norte do Estado de
Mato Grosso, importante regido da Amazoénia brasileira. Participaram do estudo 26
moradores dos municipios de Alta Floresta, Carlinda e Nova Bandeirante,
selecionados pelo método de Bola de Neve. Dados socioecondmicos e
etnobotanicos foram obtidos a partir de perguntas fechadas e abertas com os
entrevistados. Os dados foram analisados de forma qualitativa e quantitativa com a
concordancia de uso entre os informantes. A maioria dos entrevistados nasceu na
regido Sul do Brasil, mas residem ha mais de 20 anos na regido, com predominancia
de agricultores familiares. A maioria dos entrevistados relatou ter plantas de Jatoba
na propriedade, reconhecida principalmente pela folha casca e fruto. A espécie é
usada nas categorias alimentar, artesanato, ecoldgica, madeireira, medicinal e
tecnoldgica, totalizando 42 tipos de usos. Deste, 83% foram incluidos na categoria
medicinal. As maiores concordancias de uso entre 0s entrevistados foram
tratamento da gripe (CUPc=68), anemia (CUPc=56) e farinha do fruto para alimento
(CUPc 48). Verificou-se que H. courbarii é uma espécie de uso multiplo,
principalmente como medicinal, e que o0s entrevistados possuem amplo
conhecimento sobre esta espécie nativa na Amazonia.

Palavras-chave: AmazOnia Mato-grossense, anemia, conservagao, gripe, UsoO
multiplo



Abstract - (Ethnobotany of Hymenaea courbaril L. (Leguminosae, Caesalpinioideae)
in the region of Alta Floresta-MT, Mato Grosso State, Brazil). The Hymenaea genus
belongs subfamily Caesalpinioideae with distribution in South America. Amazon and
Atlantic Forest are centers of diversity of this genus. This study aimed to know the
uses of the species Hymenaea courbaril L. (Leguminosae, Caesalpinioideae) among
residents in north region of Mato Grosso state, an important region of the Brazilian
Amazon. Twenty-six residents of the municipalities of Alta Floresta, Carlinda and
Nova Bandeirante participated in this study. They were selected by the snowball
sampling method. Socioeconomic and ethnobotanical data were obtained through
closed and open-ended questions answered by the interviewees. The data were
analyzed qualitatively and quantitatively by the concordance of use among the
informants. Most of the interviewees were born in the South of Brazil, but they have
lived over 20 years in the region. Predominantly, they are family farmers. Most of the
respondents reported to have jatoba plants at their home. They mainly recognized
these plants by its leaf, bark, and fruit. The species is used in the food, crafts,
ecology, forestry, medicine, and technology categories, totaling 42 types of use.
Eighty-three percent of the uses were included in the medicine category. The highest
concordances of use among the interviewees were obtained for treating the flu
(CCMU=68) and anemia (CCMU=56) and consumption of the fruit flour (CCMU=48).
We observed that H. courbaril is a species of multiple uses mainly as a medicinal
plant and the interviewees have broad knowledge of this native Amazon species.

Key Words: anemia, conservation, flu, multiple use, Mato Grosso Amazon
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Introducéo
Leguminosae Adans. possui 727 géneros e aproximadamente 19.325

espécies, sendo a terceira maior familia de angiospermas no mundo (LEWIS et al.,
2005). No Brasil, est4 representada por 222 géneros e 2.807 espécies, sendo a
principal familia em espécies no pais (LIMA et al., 2016). A familia & distinguida por
apresentar folhas compostas, alternas e com pulvinos, uma pétala adaxial
diferenciada, ovario monocarpelar e fruto do tipo legume (CHAPPILL, 1995). E
tradicionalmente dividida nas subfamilias Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (POLHILL, 1994).

Segundo Graham e Vance (2003) e Wojciechowski et al. (2004),
Leguminosae é a segunda maior familia com potencial econémico no mundo devido
a alta produgéo de semente, legume, folha, raiz e flor consumidos como alimentos,
correspondendo a cerca de 30% do consumo de proteina no mundo. E utilizada na
alimentacéo, forrageamento, fixacdo de nitrogénio, marcenaria, medicina popular,
como apicola, combustivel, pesticida, corante, goma, 6leo essencial e ornamental,
principalmente espécies dos géneros Arachis L., Cajanus Adans., Copaifera L.,
Desmodium Desv., Glycine Willd., Hymenaea L., Hymenolobium Benth., Inga Mill.,
Phaseolus L., Piptadenia Benth., Stylosanthes Sw., Zornia J.F. Gmel., Vigna Savi,
Schizolobium Vogel (SKERMAN et al., 1991, BRANDAO, 1992; PIRANI e LAURINO
1994; LORENZI e MATOS 2008; LORENZI 2009; FERNANDES et al., 2014).

No Brasil, a familia esta distribuida em todos os dominios fitogeograficos,
sendo que 1.158 espécies sdo encontras na Floresta Amazonica (LIMA et al., 2016).
No pais, diversos estudos relatam a grande importancia de uso da familia,
destacando-se frente as outras familias (ALBUQUERQUE e ANDRADE 2002; PASA
et al., 2005; BOTREL et al., 2006; FERNANDES et al., 2014).

O género Hymenaea pertence a subfamilia Caesalpinioideae e esta
representado por 15 espécies, com distribuicdo na América do Sul, com apenas uma
espécie chegando até Cuba, com centros de diversidade na Amazb6nia e Floresta
Atlantica (MACKINDER, 2005). Todas as espécies do género ocorrem no Brasil, com
representantes em todos os estados do pais (LIMA e PINTO 2016). E constituido por
arvores de troncos retos e cilindricos, com até 2 metros de didmetro e até 30 metros
de altura, de suber liso e de coloracdo cinza; as folhas séo bifolioladas; a floracéo e
a frutificagcdo iniciam-se entre oito e doze anos de idade da planta e ndo séo

basicamente anuais; sua floracdo no Brasil ocorre durante os meses de dezembro a
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fevereiro e os frutos amadurecem entre os meses de agosto e setembro
(BARROSO, 1991).

Suas flores sdo hermafroditas, diclamideas e pentameras, com calice
dialissépalo e corola dialipétala, com 10 estames e um pistilo; o fruto € do tipo
legume nucdide com arilo farinaceo de sabor adocicado, com elevado teor de fibra
alimentar e grande quantidade de célcio e magnésio, sendo muito utilizado na
alimentacdo humana e animal (BARROSO, 1991; LORENZI, 2000; PINTO et al.,
2000; LORENZI e MATOS, 2002; BATISTA et al., 2011).

No Brasil, as espécies do género Hymenaea de maior expressédo de uso
sdo: H. stigonocarpa Mart. ex Hayne, H. courbaril L. e H. martiana Hayne (Barroso et
al., 1991). H. courbaril € uma espécie de grande importancia econémica por fornecer
madeira de boa qualidade, apresentar potencial farmacolégico, e ser empregada na
alimentacdo humana e animal (ALBUQUERQUE e ANDRADE, 2002; CARAMORI et
al., 2004; LORENZI, 2008), ha registros de plantio da espécie em sistemas
agroflorestais e programas de reflorestamento para recuperacao ambiental (COSTA
et al., 2011).

Hymenaea courbaril € popularmente conhecida como jatoba, jatai, jatai
amarelo, jatai peba, jatai vermelho, jitai, farinheira, jataiba, burandd, imbilva e
jatoba miudo (LORENZI, 2002). Na regido amazobnica € conhecida como jutai, jutai
acu, jutai bravo, jutai grande, jatai peba, jatai uba, jatai uva, jataiba, jatatba, jatioba,
jatiuba e jupati (CIPRIANO et al., 2014). E uma espécie arbdrea de troncos retos e
cilindricos, de suber liso e de coloracao cinza (CIPRIANO et al., 2014). A floracdo e
a frutificacdo da espécie tem inicio entre oito e doze anos de idade, e ndo sdo
necessariamente anuais (CIPRIANO et al., 2014). No Brasil, florescem durante os
meses de dezembro a fevereiro e os frutos amadurecem entre os meses de agosto e
setembro (BARROSO, 1991).

A arvore de jatoba fornece muitos produtos de grande importancia
(LORENZI, 2008). Sua madeira possui alta durabilidade e apresenta excelente
aceitacdo no mercado externo (SHANLEY, 2005). A casca possui uso medicinal
contra gripe, bronquite e diarreia e age como um tonico recuperando a saude do
corpo (CIPRIANO et al., 2014). Além da casca a resina de jatoba, conhecida como

jutaicica, também pode ser usada como remédio assim como o fruto (SHANLEY e
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MEDINA, 2005). Informacbes que foram registradas a partir de estudos
etnobotéanicos.

Segundo Schultes (1962) e Clément (1998), a Etnobotanica € a ciéncia
gue determina as interacdes entre uma sociedade e as plantas no seu ambiente.
Mas recentemente, Ming et al. (2002), citaram que a etnobotanica tem apresentado
varios enfoques como o social, cultural, agricola, paisagistico, taxondmico,
conservacionista, genéticos e linguisticos. Dentre os usos das plantas registrados
pelos trabalhos de etnobotanica, estdo os das plantas medicinais. Segundo
Hostettmann et al. (2003) as plantas medicinais vém sendo utilizadas como
medicamento terapéutico no tratamento de diversas doencgas, que ao longo dos
séculos representou a Unica alternativa de tratamento das doencas do homem (DE
AZEVEDO e SILVA, 2013). No Brasil, a medicina popular apresenta aspectos
peculiares, pois ndo esta limitada apenas a comunidades tradicionais como 0s povos
indigenas, ribeirinhos amazénicos e quilombolas, por exemplo, mas é praticada
também por grupos de pessoas néo tradicionais que habitam os biomas brasileiros,
como em grandes centros urbanos (DI STASI, 2007).

O conhecimento e o resgate de informacbes do saber local sobre as
plantas sdo fundamentais em comunidades rurais, pois 0s remédios caseiros
surgem como alternativa de cura, muitas vezes a Unica devido a falta de outros
recursos para cuidar da saude (CUNHA e BORTOLOTTO, 2011).

Deste modo, os estudos etnobotanicos tém sido desenvolvidos com o
objetivo de registrar o saber tradicional e particularmente relacionado ao uso dos
recursos da flora (GUARIM NETO et al., 2000). Pois segundo Pereira et al. (2012), o
etnoconhecimento das espécies vegetais associado ao uso e manejo consciente,
podem ser 6tima alternativa de subsisténcia, e assim garantir a manutencdo da
diversidade cultural e vegetal. Diante do exposto, o objetivo deste capitulo foi
realizar um estudo etnoboténico da espécie Hymenaea courbaril L. (Leguminosae,

Caesalpinioideae) na regiao de Alta Floresta, Mato Grosso.
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Material e Métodos

Area de estudo

O estudo foi realizado nos municipios de Alta Floresta, Carlinda e Nova
Bandeirantes, localizados no Norte do Estado de Mato Grosso (Figura 1). O clima da
regido é classificado segundo Képpen (1948) com o tipo AWI, caracterizado como
tropical chuvoso, com presenca de uma estagcédo seca e uma chuvosa bem definida.
A temperatura anual da regido varia de 19,6°C a 32,4°C (TARIFA, 2011).

A precipitacdo pluviométrica anual encontra-se em torno de 2.400 mm
com umidade relativa média anual de 70% (FERREIRA, 2001). A vegetacdo da
regido € predominantemente constituida por floresta ombrdfila aberta e densa,
floresta estacional semidecidual e decidual (LIRA, 2011). O relevo faz parte do
Planalto Apiacas-Sucurundi e da Depressdo Interplanaltica Amazénica Meridional
(FERREIRA, 2001) e apresenta varias serras em forma de cristas, que servem como
divisores de agua, posicionando-se entre 200 e 300 m de altitude (FARID, 1992).
Tem como contribuinte os tributarios do Rio Teles Pires e seus afluentes Rio
Paranaita, Apiacas, Carlinda, Cristalino e Santa Helena (RODRIGUES, 1996;
FERREIRA, 2001; NOVAES FILHO et al., 2007).

A regido de Alta Floresta foi colonizada no fim da década de 70, a partir
de um projeto de colonizacédo privado (INDECO) (SMERMAN et al., 2002). Sendo
gue veio para a regido, inicialmente, colonos na sua maioria do estado do Parana,
principalmente da regido norte daquele estado, porém, com o passar do tempo a
regido recebeu colonos das mais diversas regides do Brasil (ROSA et al., 2003),
colonos que trouxeram consigo 0s mais diversos conhecimentos populares. Tais
colonos desenvolveram na regido as mais diversas atividades como a monocultura
de café, a industria madeireira, a pecuaria extensiva, e em alguns casos o garimpo
(ALVES JUNIOR, 2006), atividades que tiveram grande importancia sobre o perfil

dos colonos que aqui se estabeleceram.
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Figura 1. Localizacdo dos municipios de Alta Floresta, Carlinda e Nova
Bandeirantes, Estado de Mato Grosso.

Metodologia

O estudo ocorreu entre dezembro de 2014 e janeiro de 2016 a partir de
entrevistas realizadas com moradores dos municipios de Alta Floresta, Carlinda e
Nova Bandeirantes. Participaram da pesquisa 26 informantes sendo estes 17 de Alta
Floresta, 5 de Carlinda e 4 de Nova Bandeirantes. Selecionados a partir do método
Bola de Neve (ALBUQUERQUE e LUCENA 2004).

Para realizacdo da pesquisa foi estabelecido um primeiro contato com o0s
conhecedores do Jatoba nos municipios de Alta Floresta, Carlinda e Nova
Bandeirantes-MT, com o intuito de apresentar o projeto de pesquisa. Apos a

explanagdo do projeto foi realizado a leitura do termo Consentimento Livre e

15



Esclarecido (TCLE) (APENDICE A), onde os informantes eram livres para participar
ou ndo da pesquisa.

O projeto de pesquisa foi submetido a apreciacdo do 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 aprovado em 19 de
Abril de 2016 (Anexo A).

A guia de entrevista foi dividida em socioeconémica contendo dez
questdes e a outra parte com o conhecimento sobre a espécie Hymenaea courbaril
com dezessete questdes. As perguntas que nortearam o trabalho foram: Quais os
usos que vocé conhece do jatobazeiro? Alguma recomendacéo especial para coleta
e preparo? O jatoba é indicado para quais enfermidades? Como € preparado? As
respostas dos informantes foram anotadas e gravadas com o consentimento dos
mesmos a fim de guardar registro fidedigno das falas dos informantes (APENDICE
B).

Durante o estudo etnobotanico, amostras férteis do jatoba foram
coletadas seguindo técnicas usuais (FIDALGO e BONONI, 1989) e depositadas no
Herbario da Amazonia Meridional (HERBAM). Foram identificadas com base na
revisdo taxondmica de Lee e Langenheim (1975) e a partir de comparagdo com
exsicatas depositadas na colecdo do HERBAM.

A diagnose morfolégica da espécie foi realizada no Laboratério de
Morfologia Vegetal do HERBAM com o uso de um esteriomicroscopio. A terminologia
utilizada foi de Radford et al. (1974), exceto para os frutos que foi baseada em
Barroso et al. (1999). A ilustracéo botanica da espécie foi realizada no Herbario VIC,
da Universidade Federal de Vicosa.

Os dados foram analisados de forma qualitativa com o uso dos relatos e
de forma quantitativa aplicando-se o indice adaptado por Amorozo e Gély (1988)
para avaliar a importancia relativa da espécie entre os informantes com trés ou mais
citacdes, bem como sua concordancia de uso. Os calculos foram realizados da
seguinte forma:

CUP = numero de informantes que citaram usos principais x 100

namero de informantes que citaram uso da categoria
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FC = numero de informantes que citaram a categoria

ndamero de informantes que citaram a categoria mais citada
CUPc =CUP x FC
ApOGs encontrar os valores da concordancia quanto aos usos principais

(CUP) e do fator de correcéao (FC), utilizou-se da formula CUPc= CUP x FC, para

chegar a porcentagem corrigida de concordancia quanto aos usos principais.
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Resultados e discusséo

Os entrevistados de Alta Floresta apresentam idades entre 30 e 69 anos,
sendo que nove estdo entre 60 e 69 anos, sete entre 50 e 59 anos e quatro entre 30
e 39 anos, principalmente. Os entrevistados nasceram principalmente no Sul (46%),
Nordeste (27%) e Sudeste do Brasil (23%). Apenas um informante nasceu no Centro
Oeste. Tal fato relaciona-se a origem de pequenos agricultores vindos em sua
maioria do Sul e Sudeste do Brasil, e uma parcela de garimpeiros vindos das regides
Norte e Nordeste (SELUCHINESK, 2008). Foram 13 informantes do sexo masculino
(M) e 13 do feminino (F). Houve predominio de entrevistados casados (70%),
demostrando que os conhecimentos tradicionais, inclusive do jatoba, podem estar
sendo passados para os mais jovens da familia. Os informantes citaram 14
profissbes distintas, destacando-se “agricultura familiar” com 31%. A maioria dos
informantes reside na zona rural, com 65%, o0 restante na zona urbana.
Demonstrando que os informantes residem ha bastante tempo no municipio de Alta
Floresta, onde 20 informantes residem entre 20 e 39 anos, e apenas seis residem
entre um e 19 anos, evidenciando que os entrevistados tiveram tempo de interagir
com os recursos da vegetacao local e diferentes povos na regiéo.

Os informantes declararam adquirir 0s recursos do jatoba
predominantemente nas préprias propriedades, vizinhos ou até mesmo compram

para fazer uso (Figura 2).
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Figura 2. Locais onde os entrevistados obtém os recursos do jatoba na regido
norte do Estado de Mato Grosso.
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Todos os informantes conhecem popularmente a espécie H. courbaril
como jatoba. Citaram oito caracteristicas morfolégicas que ajudam no
reconhecimento desta espécie, destacando-se as folhas, com 17 citacdes, casca,
com 12 citacles, fruto e porte arbéreo com 12 citacbes cada (Figura 3). Eles
associaram a morfologia das folhas com a planta popularmente conhecida como
“‘pata de vaca” [Bauhinia spp, Leguminosae] pelo fato de apresentar geralmente as
folhas bipartidas. Ainda quanto a folha, deram bastante importancia para o brilho,
além de lisas e largas. Outra caracteristica que ajuda no reconhecimento da
espécie, segundo os entrevistados, € quanto a estrutura externa da casca, parecida
com a casca da castanha da Amazobnia [Bertholletia excelsa Humb. e Bonpl. —
Lecythidaceae]. Provavelmente a variedade rosa, que possui coloracdo interna
avermelhada quando cortada. Outra caracteristica marcante mencionada pelos
informantes s&o os frutos com 10 citacbes, que possui coloracdo marrom, Sao

grandes e facil de ser visualizados quando estdo nas copas das arvores.

Informante 01: “Pela folha, pela casca quando tem o fruto também de
longe a pessoa conhece ele, quando ta novo vocé conhece pela
folha que a folha dele é tipo uma pata de vaca folha dele é aberta
néh com duas e quando ele t4 alto reconhece pelo troco dele pelo
caule que a casca dele é diferente néh a casca dele é lisa e é bem
branca, ndo tem outra arvore que parece com ele nao.”

Segundo Ramires et al. (2012) as populagcdes humanas estabelecem
seus critérios de identificacdo e designacdo de recursos naturais que eles usam,
formando seus proprios sistemas de classificacdo da natureza, que podem ser

investigados através de estudos da biologia popular.
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Figura 3. Partes do jatoba (H. courbaril) citadas pelos informantes como importantes
no reconhecimento da espécie.

As caracteristicas morfoldgicas do jatoba consideradas importantes pelos
informantes para o reconhecimento desta espécie também foram verificadas durante
a realizacdo da diagnose morfologica da espécie (Figura 4), sendo: arvores, 8-10 m
alt.; ramos jovens tomentosos a esparsamente tomentosos. Estipulas 1,2-1,5 cm
compr.; lanceoladas, caducas. Folhas alternas, compostas, bifoliadas, nectéarios
extraflorais ausentes; peciolo 1-2 cm compr.; glabro; foliolos 7,2-10,5x2,7-4 cm,
estreitamente ovados a oblongos, falcados, 4pice acuminado a agudo, base obliqua,
faces adaxial e abaxial glabras, glandulas resiniferas presentes, margem inteira.
Inflorescéncias paniculadas, terminais; raque 4-7,5 cm compr., tomentosa; bracteas
caducas. Flores grandes, hipanto 5-6 mm compr., campanulado; calice 4-mera,
dialissépalo, 0,8-1,1 cm compr.,, sépalas ovadas, densamente lanosas
externamente; corola 5-mera, dialissépala, 0,7-0,9 cm compr., pétalas ovadas a
elipticas, glabras externamente; androceu dialisttmone, homodinamo, 10 estames,
filetes 1-1,5 cm compr., anteras 4 mm compr.; gineceu estipitado, estipite 2-3 mm
compr., incluso no hipanto, ovario supero, 5-6 mm compr., glabro, estilete 1,5-2 cm
compr., estigma capitado. Legume nucéide 6-9,5x3-3,8 cm, estreitamente oblongos,
transversalmente semicirculares, marrons, glandulas resiniferas presentes
externamente, base e apice arredondados, raramente truncados; sementes 1,6-

2,6x1,2-2 cm, circulares, marrons, arilo farinaceo, pleurograma ausente.
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Material examinado: BRASIL. MATO GROSSO: Alta Floresta, 10°21°23" S,
56°58'58" W, 04/V1/2014, fr., Soares-Lopes, C.R.A. et al. 7565 (HERBAM),
Comunidade Séao Bento, 12 Sul, beira da estrada, 29/X/2015, fl., Fernandes, J.M.
1520 (HERBAM), 15/XI1/2015, fl., Fernandes, J.M. 1521 (HERBAM), Comunidade
Central, Zona Rural, 09/X/2014, fr., Tiago, P. V. 001 (HERBAM). Paranaita,
28/11/2012, fr., Soares-Lopes, C.R.A. et al. 5394 (HERBAM).

21



Figura 4. Hymenaea courbaril: A) ramo jovem com folhas e inflorescéncia; B) Botéo
floral; C) Flor aberta; D) Foliolo; E) Estame; F) Carpelo; G) Fruto; H) Detalhe dos

pontos resiniferos.
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Os informantes reconheceram seis categorias de usos para a espécie,
sendo elas: alimenticia, artesanato, ecoldgico, madeireiro, medicinal e tecnolégico,
totalizando 42 tipos de usos (Tabela 1). Fica evidente que o jatoba € uma espécie
qgue apresenta grande diversidade de uso na regido de Alta Floresta, com diferentes
possibilidades de uso popular. A categoria mais citada foi a medicinal e alimenticia.
O uso do cha para tratar a gripe foi o mais expressivo pelos informantes (17
citacdes) seguido do uso da farinha do fruto (12 citacbes). Porém, vale ressaltar que
esta espécie de Leguminosae apresenta uso mdultiplo, destacando-se também o
tratamento da anemia (14 citacéo), infeccdo pulmonar (8 citacdes), madeira para
construcdo (7 citagbes), bronquite (4 citagcbes), infeccdo geral (4 citacdes) e
reumatismo (4 citacoes).

A categoria de uso medicinal também foi mais representativa nos estudos
realizados por Cunha Bortolotto (2011), Andrade et al. (2013), Ferreira et al. (2014) e
de Moraes Rego et al. (2016), em seus estudos etnobotanicos.

Os usos de H. courbaril com maior concordancia entre os entrevistados
estdo na tabela 2. Os dois usos que se destacaram foram para o tratamento da gripe
e anemia com CUPPc de 68 e 56, respectivamente. Seguido pelo uso alimentar da
farinha produzida a partir do arilo das sementes do jatoba, com CUPc de 48. Todos
0S outros usos com maior concordancia sao medicinais (Tabela 2).

Vérios trabalhos relatam que H. courbaril € indicado para o tratamento de
gripe (De SOUZA FERREIRA et al., 2015; PEREIRA et al., 2015). Assim como para
o tratamento da gripe, ha registros de uso do jatob& para o tratamento de anemia
como o relatado por Bezerra et al. (2013) e Macédo et al. (2015).

Shanley et al. (2005), relatam que a farinha que recobre a sementes pode
ser consumida naturalmente. Fato também comprovado por Barroso (1991) e Batista
et al. (2011), que relatam que a farinha possui elevado teor de fibra alimentar e
grandes quantidades de célcio e magnésio. Desta forma, sugere-se o cultivo desta
espécie para o uso familiar, bem como, a sua inclusdo na lista de plantas medicinais
de interesse do Ministério da Saude do Brasil. Atualmente, esta lista € composta por
90 espécies de plantas medicinais, sendo oito espécies de Leguminosae mais as
espécies do género Copaifera L. (Brasil, 2009), que segundo Queiroz et al. (2016)

esta representado no pais por 24 espécies.
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Tabela 1. Categorias de uso e tipos de uso do jatoba (Hymenaea courbaril) na
regido norte do Estado de Mato Grosso. Parte usada: F=folha, C=casca, Cl=caule,
R=raiz, S=semente, Ft=fruto, FI=flor.

Categoria Tipos de usos N° citagcbes Parte usada Preparo

Alimentar  Farinha do fruto 12 Ft In natura
Bebida 1 C Curtida

Artesanato Colar 1 S -
Boneca 1 Ft -

Ecologica Reflorestamento 1 S -

Madeireira Madeira construcdo 7 Cl -

Medicinal  Gripe 17 C Infuséo/Fervimento
Anemia 14 C Fervimento
Infeccao pulmonar 8 C/Ft Infuséo/Fervimento
Bronquite 4 C Fervimento
Infeccao geral 4 FIC Infuséo
Reumatismo 4 C F/SIC
Fortalecer o pulmédo 3 FIC Infuséo
Imunidade baixa 3 C/Ft/F Infusdo/Fervimento
Infecc@o urinéria 3 C/F/IFYFI/S  Infuséo
Préstata 3 C/IF Infusdo/Fervimento
Vermifugo 3 C Infuséo/Fervimento
Cicatrizante 2 C Fervimento
Emagrecedor 2 FIC Infuséo/ Fervimento
Infeccdo do intestino 2 C Infusdo
Pneumonia 2 FIC Infusdo
Utero 2 C/F/Ft/FI/S  Infuséo
Asma 1 C Infuséo
Baco 1 C/Ft Fervimento/In natura
Cistite 1 C Infusdo
Coracao 1 C Infusdo/Fervimento
Depurativo do sangue 1 C/IF Infusdo/Fervimento
Diarréia 1 C/IF Infusdo/Fervimento
Doencas venéreas 1 C/IF Infusdo/Fervimento
Estbmago 1 F/Ft/C Fervimento
Figado 1 C Fervimento
Fragueza 1 C/F/Ft/FI/S  Infuséo
Impoténcia sexual 1 C/F/IFYFI/S  Infuséo
Infeccéo da bexiga 1 F/Ft/C Fervimento
Laxante 1 C Infusdo
Leucemia 1 C/FIFUFI/S  Infuséo
Ovario 1 C/F Infusdo/Fervimento
Pé de atléta 1 C/F/Ft Fervimento/Tintura
Prisdo de ventre 1 C/F Infusdo/Fervimento
Repor cartilagem 1 F/Ft/C Infuséo
Tuberculose 1 C/F Infusdo

Tecnologia Bote 2 Cl -
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Tabela 2. Usos principais e concordancia quanto aos usos do jatoba — Hymenaea
courbaril na regido norte do Estado de Mato Grosso, Mato Grosso. NICUC — n° de
informantes que citou uso da categoria; NICUP — n° de informantes citando usos
principais; CUP — indice de concordancia de uso principal; FC — fator de corre¢éo; e
CUPc — CUP corrigida.

Categoria Uso principal NICUC NICUP CUP FC CUPCc
Medicinal Gripe 25 17 68,0 1,00 68
Medicinal Anemia 25 14 56,0 1,00 56
Alimento Farinha do fruto 12 12 100 0,48 48
Medicinal Infeccao pulmonar 25 8 32,0 1,00 32
Madeireira  Madeira construcao 7 7 100 0,28 28
Medicinal Bronquite 25 4 16,0 1,00 16
Medicinal Infeccéo geral 25 4 16,0 1,00 16
Medicinal Reumatismo 25 4 16,0 1,00 16
Medicinal Fortalecer o pulméo 25 3 120 1,00 12
Medicinal Imunidade baixa 25 3 120 1,00 12
Medicinal Infeccdo urinaria 25 3 120 1,00 12
Medicinal Prostata 25 3 12,0 1,00 12
Medicinal Vermifugo 25 3 120 1,00 12
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Conclusdes

Constatou-se que os informantes da regido de Alta Floresta utilizam a
espécie H. courbaril para diferentes categorias de uso, destacando-se o recurso
medicinal. Esta sendo empregada no tratamento de varios problemas de saude
principalmente para a gripe, anemia e uso alimentar da farinha. Desta forma, sugere-
se a inclusédo desta espécie na lista de plantas medicinais de interesse do Ministério
da Saude.

Partindo-se do grande potencial econémico do jatobd, desde os recursos
madeireiros até os ndo madeireiros conhecidos a partir do estudo realizado nesta
regido de Mato Grosso, fica claro a importancia do uso sustentavel desta espécie
pela populacdo em geral, bem como, valorizacdo dos detentores de conhecimento

popular, bem como a conservacao desses recursos vegetais na Floresta Amazoénica.
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3. CAPITULOS

3.2.CARACTERIZACAO MORFOANATOMICA, FITOQUIMICA E
HISTOQUIMICA DE Hymenaea courbaril L. (LEGUMINOSAE),
OCORRENTE NA AMAZONIA MERIDIONAL
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Resumo - (Caracterizacdo morfoanatomica, fitoquimica e histoquimica de
Hymenaea courbaril L. (Leguminosae), ocorrente ha Amazoénia Meridional). O Brasil
€ um dos paises com maior diversidade de fauna e flora com predominancia de
espécie com interesse econdmico e medicinal. Dentre essa diversidade esta
Hymenaea courbaril pertencente a familia Leguminosae, conhecido popularmente
como Jatoba e empregado na medicina popular. Este estudo objetivou caracterizar a
morfoanatomia, histoquimica e fitoquimica dos érgaos vegetativos de H. courbaril,
visando histolocalizar as estruturas secretoras e/ou células secretoras que
armazenam metabdlitos segundarios, cujas atribuicbes conferem potencial
medicinal. A coleta do material vegetal foi realizada em individuos nativos de H.
courbaril no municipio de Alta Floresta, MT, em propriedades particulares. O material
botanico (foliolos e caule) foi fixado e realizou-se secg¢les transversais e
paradérmicas nos orgaos, obtidos a mao livre, com auxilio de lamina de barbear,
duplamente corados (Azul de Astra e Fucsina Béasica) e montadas em laminas
histol6gicas. O material fresco foi submetido aos testes histoquimicos, vanilina
cloridrica, tricloreto de antimonio, cloreto de ferro Il 10%, acido tanico/cloreto de
ferro 1l 3%, sudéao 1V, lugol e &cido sulfarico. Os testes fitoquimico foram submetidos
aos testes de saponinas, taninos, alcaldides, flavonoides, glicosideos cardioténicos,
antraquinonas, esterdides e terpenos. Os foliolos e frutos apresentam glandulas
resiniferas, caule e foliolos apresentam cavidades secretoras. Por meio dos testes
histoquimicos e fitoquimicos detectou-se a presenca de taninos, flavonoides,
glicosideos cardiotbnicos, antraquinonas, saponinas, Oleos essenciais, lipidios,
mucilagens, terpenoides e esteroides. Diante das analises morfoanatomicas e fito-
histoquimicas foi possivel confirmar a presenca de metabdlitos secundarios nos
canais secretores do caule e dos foliolos.

Palavras-chave: Cavidade secretora, Jatoba, medicinal.
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Abstract - (Morpho-anatomical, Phytochemical, and Histochemical characterization
of Hymenaea courbaril L. (Leguminosae), occurring in Southern Amazon). Brazil is
one of the countries with the largest diversity of fauna and flora with a predominance
of species with economic and medical interest. Within this diversity is Hymenaea
courbaril, a plant belonging to the family Leguminosae, popularly known in Brazil as
‘Jatoba’, it is used in popular medicine. The objective of this study was to
characterize the morpho-anatomy, histochemistry, and phytochemistry of vegetative
organs of H. courbaril aiming to histolocalize the secretory structures and/or
secretory cells that have reservations of secondary metabolites whose attributes
provide medicinal potential. The vegetable material was collected from native H.
courbaril individuals in Alta Floresta-MT, in private farms. The botanical material
(leaflets and stem) was fixed. Transverse and paradermal sections were made in the
organs. They were obtained by hand, using a razor blade. Subsequently, they were
doubly stained (Astra Blue and Basic Fuchsin) and mounted on histological slides.
The fresh material was submitted to histochemical tests, vanillin-HCI, antimony
trichloride, 10% ferric chloride lll, tannic acid/3% ferric chloride 1ll, sudan 1V, lugol’s
solution and sulfuric acid. The phytochemical study was submitted to saponins,
tannins, alkaloids, flavonoids, cardiotonic glycosides, anthraquinones, steroids and
terpenes tests. The leaflets and fruits showed resin glands and stem and leaflets
showed secretory cavities. The histochemical and phytochemical tests showed
presence of tannins, flavonoids, cardiotonic glycosides, anthraquinones, saponins,
essential oils, lipids, mucilages, terpenoids and steroids. Through morpho-anatomic
and plant-histochemical analyses was possible to confirm the presence of secondary
metabolites in the secretory canals of stem and leaflets.

Key words: Jatoba, medicinal, secretory cavity.
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Introducéo

O Brasil € um pais que detém de 10% a 20% das espécies descritas no
planeta, bem como cerca de 30% das florestas tropicais do mundo (LEWINSOHN e
PRADO, 2002). Esta diversidade € utilizada pelas populacdes tradicionais na cura
de muitas enfermidades, sendo que tais plantas trazem um conhecimento popular
associado quanto a sua forma de utilizacdo (RODRIGUES, 2006).

Grande parte da diversidade Amazbnica ainda nao foi estudada, ou
permanece sem estudos, tendo em vista que muitas das espécies possuem
potencial para ser exploradas no desenvolvimento de fitoterapicos (VASQUEZ,
2014).

Balunas e Kinghorn (2005) relatam que 48% dos medicamentos
atualmente utilizados na terapia advém de produtos naturais, especialmente de
plantas. Diante disso, verifica-se a busca por mecanismos alternativos para o
tratamento, cura e prevencao de diversas doencas, em detrimento dos custos que
muitos terapéuticos quimicos apresentam ao consumidor, bem como em virtude da
distancia de determinados povoados dos centros comerciais (ROQUE, 2010). Assim,
a maioria das plantas medicinais é utilizada com base no conhecimento popular,
carecendo de estudos farmacoldgicos e toxicologicos, além da identificacdo dos
compostos responsaveis por tais atividades (MACIEL et al., 2002).

S&o vérias as utilidades dos produtos naturais, sejam como suplementos
na alimentacao, intermediarios usados nas industrias farmacéuticas e de cosméticos
(MOTANARI e BOLZANI, 2001), ou ainda, utilizados in natura, sendo as plantas
consideradas uma das principais fontes de compostos biologicamente ativos. No
decorrer dos anos, o estudo destes produtos tem contribuido para o
desenvolvimento de diversos farmacos com importantes aplicacées terapéuticas e
muitos utilizados na medicina moderna, onde grande parte séo derivados direta ou
indiretamente de plantas superiores (CRAGG e NEWMAN, 2013).

Ao se realizar trabalho com fitoterapicos um dos principais cuidados é a
correta identificacdo da espécie vegetal que serd manipulada na elaboracdo do
produto (ALBIERO et al., 2008). Neste sentido trabalhos que fornecam estas
informacgdes s&o de grande importancia. A analise estrutural da espécie é uma das
primeiras ferramentas utilizadas na identificacdo das estruturas anatémicas

responsaveis pela producéo destas substancias (SILVA, 2008).
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Através da fitoquimica é possivel a confirmacdo quimica de metabdlitos
de interesse popular, por este método € possivel conhecer e avaliar a presenca dos
compostos quimicos, identificando grupos de metabdlitos secundarios relevantes
(SIMOES et al., 2004; MATOS, 1997).

A familia Faboideae pertencente a ordem Fabales, € considerada a
terceira maior familia de angiospermas do mundo, com 727 géneros e 19.325
espécies, distribuidas em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e
Papilionoideae (LEWIS et al., 2005; APG IIl, 2009). No Brasil, ocorrem 222 géneros
e 2.807 espécies, considerada a principal familia do pais em numero de espécies
(LIMA et al., 2016). Dentre os géneros pertencentes a Fabaceae encontra-se
Hymenaea que possui cerca de 15 espécies, com ampla distribuicdo em regides
tropicais (LIMA e Pinto 2016).

Dentre as espécies do género esta Hymenaea courbaril L. (Jatobd) sendo
esta uma espécie arborea tropical, hermafrodita, polinizada por mariposas e
morcegos e amplamente distribuida nos tropicos (MELO-SILVA et al, 2014).
Apresenta uso expressivo na medicina popular, sendo muito utilizado para combater
problemas respiratorios e urinarios, como expectorante, no estimulo do apetite, além
de seus frutos servir como fonte de alimento para a fauna (BATISTA et al. 2011),
também é utilizado na industria madeireira, farmacologica e alimenticia (LORENZI e
MATOS, 2008).

Objetivou neste trabalho caracterizar a morfoanatomia, a histoquimica e
fitoquimica dos Orgdos vegetativos de H. courbaril, visando histolocalizar as
estruturas secretoras e/ou células secretoras que armazenam metabdlitos
segundarios, cujas atribuicbes conferem potencial medicinal, além de verificar seu

papel no desenvolvimento e sobrevivéncia da espécie.
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Material e Métodos

Area de Estudo

O municipio de Alta Floresta encontra-se distante da capital Cuiaba 830
km, com uma estimativa populacional do ano de 2015 de 49.991 habitantes (IBGE,
2015). A vegetacdo € constituida pelas Florestas Ombréfilas Abertas e Densa,
Florestas Estacionais e FormacgBes Secundéarias (BRASIL, 2007), do Bioma
Amazoénico (IBGE, 2015). Apresenta um clima equatorial continental iumido com
estacdo seca definida da depressdo sul-amazbénica, com temperatura média anual
entre 24,3 e 24,8°C. O volume de precipitacdo pluviométrica é elevado ficando entre
2000 e 2300 mm (SEPLAN 2006). O relevo é formado pelo Planalto Apiacas-
Sucurundi e a Depresséo Interplanaltica Amazoénia Meridional (ROSS, 2005).

A coleta do material vegetal foi realizada em individuos nativos de
Hymenaea courbaril em uma propriedade particular do Sr. Valtair Urio (9°57'51.6"S
56°06'35.3"W) no municipio de Alta Floresta, MT em 2015. Os individuos estdo em
uma area de conservacao de vegetacao nativa préximo a uma nascente de agua da
propriedade. A planta possui 2,2 m de circunferéncia a altura do peito e altura de 14

metros de altura.

Morfoanatomia

Amostras de caule e foliolos de H. courbaril foram levadas ao HERBAM
(Herbario da Amazénia Meridional - UNEMAT), onde passou pelo processo de
herborizacdo utilizando-se técnicas usuais (FIDALGO & BONONI, 1984 e 1989).
Posteriormente foi identificado e esta em processo de deposicdo no HERBAM sobre
o0 numero de registro 11694. Foram utilizadas bibliografias especializadas para a
diagnose do material realizado no HERBAM (BARROSO et al. 1999; RADFORD et
al., 1974). Parte do material biologico caule e foliolos foi analisada no Laboratorio de
Biologia Vegetal, da Universidade do Estado de Mato Grosso, Campus Il, de Alta
Floresta/MT, onde passou pelo processo de fixagdo em FAAs5, e foi estocado em
etanol 70% (JOHANSEN, 1940).

Para a analise anatdbmica foi escolhida a regido mediana dos foliolos que
compdem a folha da planta e a porcdo mediana do caule jovem, onde realizou-se
seccgbes transversais e longitudinais & méo livre, com o auxilio de laminas de
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barbear. Os cortes foram corados com azul de Astra e fucsina basica (ROESER,
1962) e montadas em laminas histolégicas semipermanentes com gelatina
glicerinada (KAISER, 1880).

Para analise da epiderme foliar foram feitas seccdes paradérmicas na
superficie adaxial e abaxial, sendo ainda dissociadas pelo método de Jeffrey
(KRAUS e ARDUIM, 1997) modificado. Para isso, foram armazenadas porcoes
foliares nas dimensées de 1 cm? em microtubos com peréxido de hidrogénio (volume
30) e acido acético glacial na proporcéo de 1:1 e mantidas em estufa a 60 °C por 48
horas. As laminas foram analisadas em fotomicroscoépio Leica ICC50 acoplado a um
computador e analisadas no software LAZ EZ versao 1.7.0. Apds caracterizacao
anatbmica dos individuos estudados foram elaboradas pranchas confeccionadas

com as fotomicrografias.

Testes histoquimicos

Seccdes histoldgicas dos materiais vegetais frescos (caule e foliolos)
foram obtidas a mé&o livre com auxilio de lamina de barbear. Os cortes foram
submetidos a testes histoquimicos com Lugol para a identificacdo de amido
(JOHANSEN, 1940), Sudan IV (PEARSE, 1980) para compostos lipidicos totais,
reagente de NADI (DAVID e CARD, 1964) para 6leos essenciais, Vanilina cloridrica
(MACE e HOWELL, 1974) para taninos, Cloreto férrico 1ll (JOHANSEN, 1940) para
compostos fenodlicos e reagente de Dragendorff (SVENDSEN e VERPOORTE,
1983), para alcaloides. O teste com Acido tanico (PIZZOLATO e LILLIE, 1973) foram
para a identificacdo de mucilagem, Tricloreto de antiménio (HARDMAN e
SOFOWORA, 1972) para deteccdo de esterdides, 2-4-Dinitrofenilhidrazina
(GANTER e JOLLES, 1970) para terpendides e Acido Sulfarico (GEISSMAN e
GRIFFIN, 1971) para identificacdo de lactonas sesquiterpénicas.

Testes controle foram realizados simultaneamente, de acordo com as
recomendacdes dos respectivos autores para cada teste citado e para auxiliar na
aplicacao dos testes utilizou-se como bibliografias de base Ventrella et al., (2013) e
Ascensao (2004).

Os resultados foram documentados por meio de fotomicroscopio Leica

ICC50 acoplado a um computador e analisadas no software LAZ EZ versao 1.7.0,
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sendo posteriormente confeccionadas pranchas a partir das fotomicrografias de
aspectos gerais da espécie e dos testes que resultaram positivamente.

Prospeccdo fitoquimica

Para realizacdo do estudo fitoquimico, o material vegetal (caule e foliolos)
foi conduzido ao Laboratoério de Biologia Vegetal da Universidade do Estado de Mato
Grosso/AF, onde foi lavado com &gua destilada e posteriormente devidamente
identificado, pesado a massa fresca, obtendo 150g de cada 6rgéo (caule e foliolos).
Na sequéncia o material foi submetido a secagem em estufa de circulacdo de ar em
uma temperatura de 40°C, por 72 horas.

Posteriormente, o material foi novamente pesado para calculo do
rendimento de massa seca, sendo utilizado 30g de cada 6rgao (caule e folha). Apds
este procedimento o material foi pulverizado em moinho tipo Willey e obtido o
rendimento do material vegetal pulverizado (20g de cada érgdo). O material vegetal
pulverizado foi acondicionado em sacos de papel e conservado em geladeira (6 a
10°C).

Os testes fitoquimicos foram realizados no laboratério de Biotecnologia e
Recursos Genéticos da Universidade Estadual de Montes Claros/MG. A metodologia
adotada foi de acordo com Mouco et al. (2003), Lima et al. (2009), Rodrigues et al.
(2009) e Silva et al. (2010) com modificagdes para antraquinonicos, cardiotonicos e
alcaloides.

Para as deteccdes foram realizadas as reacdes: a) taninos: cloreto férrico
2%, solucdo aquosa de alcaloides, acetato neutro de chumbo 10%, solucdo de
acetato de cobre 5%, acetato de chumbo 10% e &cido acético glacial 10% e gelatina
2%; b) alcaloides: os reagentes de Borchardt, de Bertrand, de Mayer e de
Dragendorff, modificado, sendo as reagbes realizadas em tubo de ensaio; c)
flavonoides: as reacdes de Shinoda, cloreto de aluminio 5%, cloreto férrico e
hidroxido de sédio; d) saponinas: o teste de espuma 15 minutos. €) antraquinonas:
reacoes de Borntraeger e hidroxido de sodio. Foi pesado 1g do material estudado,
adicionando-se 20 mL de etanol 75%; entdo, agueceu-se por dois minutos em

banho-maria e foi filtrado. Ao resultante da filtragem adicionou-se 10 mL de &cido
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cloridrico 10% e levado ao funil de separacao, sendo adicionado 5 mL de cloroférmio
e extraida a fase organica, que foi levada ao tubo de ensaio e adicionada de uma a
duas gotas de hidroxido de soédio; f) glicosideos cardiotbnicos: reacfes de
Liebermann-Burchard e de Keller-Killiani, modificado, onde foram pesados 2g do
produto adicionando 20 mL de etanol 70%, sendo aquecido por dois minutos em
banho-maria e posteriormente filtrado. Ao resultante da filtragem adicionou-se 20 mL
agua destilada, sendo levado ao funil de separacdo, adicionado 16 mL de
cloroféormio e extraida a fase organica; g) esteroides e terpenoides: reacdo de

Liebermann-Burchard.
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Resultados

Morfologia

Hymenaea courbaril L., Sp. PI. 2: 1192. 1753.
Nomes populares: Jatobd, Jatoba-mirim, jutai, jutai acu, jutai bravo, jutai grande,

jatai peba, jatai uba, jatai uva, jataiba, jatauba, jatioba, jatiuba e jupati (Figura 1A-H).

Arvores, 8-10 m de alt.; ramos jovens tomentosos a esparsamente
tomentosos. Estipulas 1,2-1,5 cm compr.; lanceoladas, caducas. Folhas alternas,
compostas, bifoliadas, nectarios extraflorais ausentes; peciolo 1-2 cm compr.;
glabro; foliolos 7,2-10,5 x 2,7-4 cm, estreitamente ovados a oblongos, falcados,
apice acuminado a agudo, base obliqua, faces adaxial e abaxial glabras, glandulas
resiniferas presentes, margem inteira. Inflorescéncias paniculadas, terminais; raque
4-7,5 cm compr., tomentosa; bracteas caducas. Flores grandes, hipanto 5-6 mm
compr., campanulado; calice 4-mera, dialissépalo, 0,8-1,1 cm compr., sépalas
ovadas, densamente lanosas externamente; corola 5-mera, dialissépala, 0,7-0,9 cm
compr., pétalas ovadas a elipticas, glabras externamente; androceu dialisttmone,
homodinamo, 10 estames, filetes 1-1,5 cm compr., anteras 4 mm compr.; gineceu
estipitado, estipite 2-3 mm compr., incluso no hipanto, ovario supero, 5-6 mm
compr., glabro, estilete 1,5-2 cm compr., estigma capitado. Legume nucéide 6-9,5x3-
3,8 cm, estreitamente oblongos, transversalmente semicirculares, marrons,
glandulas resiniferas presentes externamente, base e &pice arredondados,
raramente truncados; sementes 1,6-2,6x1,2-2 cm, circulares, marrons, arilo

farindceo, pleurograma ausente.

Material examinado: BRASIL. MATO GROSSO: Alta Floresta, 10°21°23" S,
56°58’568" W, 04/V1/2014, fr.,, Soares-Lopes, C.R.A. et al. 7565 (HERBAM).
Comunidade Séao Bento, 12 Sul, beira da estrada, 29/X/2015, fl., Fernandes, J.M.
1520 (HERBAM), 15/XI1/2015, fl., Fernandes, J.M. 1521 (HERBAM). Comunidade
Central, Zona Rural, 09/X/2014, fr., Tiago P. V. 001 (HERBAM). Paranaita,
28/11/12012, fr., Soares-Lopes, C.R.A. et al. 5394 (HERBAM).
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A

Figura 1A-H: Hymenaea courbaril: A) ramo jovem com folhas e inflorescéncia; B)
Botao floral; C) Flor aberta; D) Foliolo; E) Estame; F) Carpelo; G) Fruto; H) Detalhe
dos pontos resiniferos.
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Anatomia do caule

A epiderme caulinar é uniestratificada, justaposta, com células de formato
arredondado, de parede espessa (Figuras 2A, B). Os feixes vasculares sé&o
colaterais, com regido cambial definida, em formato de arco e rodeados de fibras
vasculares (Figura 2A, B). Ao centro observa-se presenca de medula
parenquimatica com presenca de cavidade secretora (Figura 2A, B).

O cortex € composto por células parenquimaticas de preenchimento, com
células arredondadas, de tamanhos variados, com pequenos espacos intercelulares
e com presenca de silica (Figuras 2A, B, C, D).

Tricomas tectores recobrem toda a superficie epidérmica do caule
(Figuras 2E). Abaixo da epiderme, nota-se o estabelecimento do felogénio em varios
estagios de desenvolvimento, conferindo neste caso o, crescimento secundario ao
caule (Figura 2 E).

E também no cortex que estdo concentrados as cavidades secretoras,

compostas por um epitélio celular com 18 a 20 células (Figura 2F).
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FIGURA 2A-F. Anatomia do caule de Hymenaea courbaril em sec¢des transversais.
A- Aspecto geral do caule. B- Epiderme, cortex, feixe vascular e medula. C- Detalhe
da silica no parénquima. D- Aspecto do cortex. E- Detalhe da epiderme e tricomas.
F- Detalhe do canal de secrecdo. ME: Medula; FV: Feixe Vascular; FB: Feixe de
Fibra; S: Silica; CS: Cavidade secretora; EP: Epiderme; FE: Felogénio; TT: Tricoma
Tector.

Anatomia do Foliolo

Os foliolos de H. courbaril sdo hipoestomaticos, apresentando estdmatos
do tipo paracitico. Em vista frontal as células epidérmicas sédo de paredes sinuosas e
espessas em ambas as faces foliares (Figura 3A, B). Os feixes vasculares sao
colaterais, circundado por fibras (Figuras 3C). Na regido da nervura principal os
feixes de fibras sdo maiores, apresentando grande quantidade de elementos de
conducéo (Figura 3D).

A epiderme é uniestratificada de formato irregular com as paredes e

cuticulas espessadas (Figura 3D). O mesofilo foliar é dorsiventral, sendo composto
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de 2-4 camadas de parénquima palicadico e 1-2 de parénquima lacunoso (Figura
3D).

As células da face adaxial sdo maiores que as da face abaxial (Figuras
3D). Foi constatada a presenca de cavidades secretores do tipo lisigena esparsos
no mesofilo (Figuras 3E). Na regido da nervura principal abaixo da face epidérmica
abaxial, observa-se a presenca de braquiesclereides (Figura 3F).

Em seccéo transversal, verifica-se que os estdmatos estdo situados no
mesmo nivel das demais células epidérmicas e com camara subestomatica

desenvolvida (Figuras 3G).
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FIGURA 3A-G. Anatomia da folha de Hymenaea courbaril em secc¢des transversais
e paradérmicas. A- Face adaxial. B- Face abaxial com a disposi¢cdo geral dos
estbmatos. C- Aspecto geral da nervura principal. D- Aspecto do mesofilo foliar. E-
Canais de secrecdo. F- Detalhe dos braquiesclereideos. G- Estdmato em seccédo
transversal. FV: Feixe Vascular; FB: Feixe de Fibra; CS: Cavidade secretora; EP:
Epiderme; PP: Parénquima Palicadico; PL: Parénquima Lacunoso; BR:
Braquiesclereideo; ES: Estdmato.
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Histoquimica

O teste histoquimico com Vanilina revelou a presenca de taninos nas
células parenquiméticas proximas aos canais secretores no caule e nos foliolos
(Figuras 4A, B). O reagente de NADI detectou 6leos essenciais nos canais de
secrecdo em ambos os orgaos (Figuras 4C, D).

O Sudan IV foi positivo para o teste de lipideos no interior das cavidades
secretoras do caule e nos foliolos apresentou-se nas células do epitélio da cavidade
(Figuras 4E, F).

O teste com o reagente Tricloreto de Antimbnio constatou a presenca de
esterdides apenas na cavidade secretora dos foliolos (Figura 4G). O teste com Acido
sulfarico revelou a presenca de Lactonas sesquiterpénicas nos foliolos, sendo
negativo para o caule (Figura 4H). A partir da reacdo com 2,4 — Dinitrofenilhidrazina
detectou-se terpendides nas cavidades secretoras em ambos 0s 6rgdos analisados
(Figuras 41, J).

O Cloreto de ferro Il 10% detectou a presenca de mucilagens em ambos
os orgaos (Figuras 4K, L).

Os testes Lugol, Dragendorff, Acido tanico e Cloreto de ferro 1ll 3% para
deteccdo de amido, alcaloides e compostos fendlicos, foram negativos em ambos os

orgaos estudados.
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FIGURA 4A-L. Seccgdes transversais do caule e folha de Hymenaea courbaril,
evidenciando os testes histoquimicos positivos indicados pelas setas. A- Vanilina no
caule; B- Vanilina na folha; C- Reagente de NADI no caule; D- Reagente de NADI na
folha; E- Sudan IV no caule; F- Sudan IV na folha; G- Tricloreto de Antiménio na
folha; H- Acido sulfarico na folha; |- 2,4 — Dinitrofenilhidrazina no caule; J- 2,4 —
Dinitrofenilhidrazina na folha; K- Cloreto de ferro Ill 10% no caule; L- Cloreto de ferro
[l 10% na folha.

Fitoquimica

As analises fitoquimicas foram positivas para a identificacdo de taninos no
caule e foliolos de H. courbaril (Tabela 1) de acordo com as reacdes, cloreto férrico
2%, Acetato de cobre 5%, e acetato neutro de chumbo 10%, exceto acido acético
glacial 10%.

Na identificacdo de flavondides, o teste magnésio e acido cloridrico foi
negativo no caule e positivo no foliolo. Cloreto férrico 2%, Cloreto de aluminio 5% e
Hidréxido de sodio 5% reagiu positivamente para os 6rgdos em estudo.

Os testes com Reativo de Bortranger, Hidréxido de sédio 0,5% para

Glicosideos antraquindnicos e o teste de espuma para deteccéo de saponinas foram
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positivos para a espécie no caule e nos foliolos. Os Glicosideos cardiotdnicos nao
foram detectados no caule e nos foliolos com a reacdo de Lieberman-Burchard, ja
para reacdo de Keller-Kiliani, o resultado foi positivo em ambos o0s 0rgaos
estudados.

Terpenos e esterdides estdo presentes apenas nas folhas detectados
pelo teste de Lieberman-Burchard. Nos testes de Mayer, Bouchardat, Bertrand e
Dragendorff para detectar alcaloides apresentaram reacdes negativas tanto no caule

quanto nos foliolos.

TABELA 1. Caracteriza¢do fitoquimica do caule e foliolo de Hymenaea courbaril.

Metabdlito secundario Reativo/ Teste Caule Foliolos
Cloreto férrico 2% +++ 4+
Tani Acetato neutro de chumbo 10% ++ +++
aninos Acetato de cobre 5% ++ ++
Acido acético glacial 10% - ++
Magnésio + acido cloridrico +++ -
Fl ‘id Cloreto férrico 2% +++ ++
avonoides Cloreto de aluminio 5% + +
Hidroxido de soédio 5% ++ +
Glicosid traquinéni Reativo de Bortranger +@) (V)
icosideos antraquindnicos ..« i10 de sadio 0.5% Ha)  ++a)
Saponinas Teste da espuma + +++

Glicosid Cardiotoni Lieberman-Burchard - -
icosideos Cardiotbnicos o
Keller-Kiliani +++ +

Terpendides/Esteroides Lieberman-Burchard - ++

Mayer - -
Bouchardat - -
Bertrand - -
Dragendorff - -

Alcaldides

a - coloracdo amarela: antraquinona reduzida; v - coloragéo vermelha: antraquinona
oxidada; (+++) Forte; (++) Moderado; (+) Fraco; (-) Negativo.
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Discusséo

A partir dos 6rgaos vegetativos analisados verificou-se que as estruturas
de secrecdo de Hymenaea courbaril sdo canais de secrecéo, distribuidas no caule e
no foliolo. Cutter (1986) relata que, células de secrecdo aparecem em diferentes
partes da planta e tipos particulares de estruturas de secrecdo sdo, as vezes,
caracteristicas de certas familias. Para a familia Leguminosae a presenca de canais
de secrecdo que apresentam compostos secundarios é considerada caracteres de
cunho quimiotaxonomicos (ESAU, 1976; BESSA et al., 2013). A existéncia destes
compostos, também é fundamental como mecanismo de defesa e sobrevivéncia de
plantas pertencentes a esta familia (OLIVEIRA et al., 2011).

Além disso, a industria farmacéutica tem na localizacdo de metabdlitos
nos tecidos e/ou determinadas células vegetais uma ferramenta fundamental no
auxilio na indicacdo da melhor parte do vegetal a ser utilizada nas terapias, bem
como, uma estratégia de reducdo de gasto e tempo na elaboracdo de futuros
medicamentos (SILVA, 2008).

A presenca de compostos como flavondides confere atividade
antimicrobiana a H. courbaril (GONCALVES et al., 2005). Bessa et al., (2013)
ressaltam que a presenca dos flavonéides combinado com taninos indica atividade
anti-inflamatoria (BESSA et al., 2013).

Os taninos, geralmente se localizam em 6rgaos especificos da planta
como nas folhas, frutos ou caules (ROBERTS et al., 1997). Uma das principais
caracteristicas da presenca de taninos nesta espécie é seu efeito adstringente,
sendo esta atividade bioldgica fundamental no tratamento de doencas do trato
digestivo conforme descrito por Bessa et al. (2013) para outras espécies. Taninos
guando associados a proteinas promovem a defesa das plantas contra ataque de
insetos, fungos e bactérias (VALENTIM, 2006).

Os oOleos essenciais podem ser extraidos de frutos, folhas e resina
(PANIZZA, 1997; PINTO et al.,, 2000). Folhas, casca, resina e frutos de jatoba
possuem compostos que tem acdo antimicrobiana, antifiUngica, antioxidante, anti-
inflamatéria, larvicida e moluscocida (GONCALVES et al., 2011; CECILIO et al.,
2012). Quanto a atividade larvicida de H. courbaril, Aguiar et al., (2010) ao testarem
em diferentes concentracdes de Oleos essenciais extraidos dos frutos verdes e

maduros, constataram forte atividade biolégica no controle de larvas do mosquito
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Aedes aegypti, corroborando com os testes histoquimicos realizados com ambos os
orgdo estudados neste trabalho. Tornando-se uma opcdo para o controle deste
mosquito que transmite dengue, chikungunya e zika.

Ja os lipidios, constituinte da membrana celular, pode auxiliar na
prevencdo de perda de agua excessiva, bem como na resisténcia a doenca
(MENEZES et al., 2003; TAIZ e ZEIGER, 2004). Vale ressaltar que o resultado de
presenca dos lipidios detectados em H. courbaril corroboram com o trabalho de Silva
et al., (2012) que estudou anatomia dos érgaos vegetativos de Hymenaea martiana
Hayne, espécie de uso medicinal em Caetité-BA, demonstrando assim que este
metabdlito € compartilhado por outras espécies do género.

A presenca de esterdides e terpenos nos oOrgaos estudados confere a
esta espécie acdo antiespasmodica, anti-inflamatéria, antiparasitaria e
antihepatotoxica (NOGUEIRA et al.,, 2001; DI STASI e HIRUMA-LIMA, 2002;
CHAGAS-DE-PAULA, 2010).

A presenca de lactonas sesquiterpénicas que € relatada em H. courbaril é
apontada como sendo supressores de apetite em larvas e insetos (TINCUSI et al,
1998). Tais produtos depois de ingerido, promove a reducdo do crescimento, e
aumenta o numero de dias da pupa, reduzindo assim o peso da pupa e/ou a
sobrevivéncia de besouros (PICMAN, 1986; HARBORNE, 1993).

Estudos fitoquimicos de perfil medicinal realizados com as cascas dos
frutos de H. courbaril apontaram a presenca de sesquiterpenos, assim como
detectados no caule e foliolos neste estudo, novamente confirmando seu potencial
medicamentoso no tratamento de doencas de origem cancerigena, pasmodica,
inflamatoria, microbiana e fangica (VALE, 2012).

Ao tragar o perfil fitoquimico de H. courbaril Bezerra (2013), considerou a
presenca de glicosideos antraquinbnicos para seu caule. As andlises realizadas
neste estudo além de corroborar com Bezerra, (2013), também apontam sua
presenca nos foliolos desta espécie. Além disso, notou-se também a presenca de
glicosideos cardiotonicos nos foliolos. Estas substancias possuem potencial de uso
no tratamento de doencas cardiacas (Vickery e Vickery, 1981). Foglio et al. (2006)
atribuiram aos glicosideos cardiotdonicos atividade medicinal sob o tecido do musculo

cardiaco.
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Plantas que possuem metabdlitos secundarios como flavonadides,
terpenos, saponinas e 0leos essenciais tem efeito hepatoprotetor, tais caracteristicas
corrobora com o que se € relatado pela medicina popular, que justifica sua utilizacdo
por ser hepatoprotetora (BORELLA et al., 2006). Compostos secundarios
desempenham funcdes de protecdo ou de sinalizacdo bioquimica (BERNARDS,
2010). Além de contribuir como medicamento, segundo Kaufman et al. (1998), tais
substancias encontradas em H. courbaril desempenham um importante papel

ecologico como estratégias reprodutivas e de defesa contra herbivoria.
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Conclusdes

As estruturas secretoras de Hymenaea courbaril sdo os canais de
secrecdo em ambos os orgaos estudados.

A caracterizacao fito-histoquimica confirmou a presenca de metabdlitos
secundéarios como taninos, esteroides, flavonoides, compostos fenolicos, lipidios,
saponinas e glicosideos. A presenca destes compostos pode conferir a Hymenaea
courbaril atividades biol6gicas importantes no tratamento de doencgas inflamatérias,
microbianas, fangicas, parasitarias e digestivas. Além disso, tais substancias
desempenham um importante papel ecolégico de manutengcdo e continuidade da

espécie na natureza.
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3.2.DIVERSIDADE GENETICA E ESTRUTURA POPULACIONAL DE
Hymenaea courbaril L. LEGUMINOSAE: UMA ESPECIE NATIVA
BRASILEIRA
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Resumo (Diversidade Genética e Estrutura Populacional de Hymenaea courbaril L.
Leguminosae: uma espécie nativa brasileira) Hymenaea courbaril L. (jatoba) é uma
espécie que apresenta importancia ecoldgica, e ocorre em diferentes regides
geograficas do Brasil. Conhecer e avaliar a existéncia de locais com maior
variabilidade genética pode auxiliar em programas e a¢fes de conservacao. Neste
contexto, o presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética e a estrutura
populacional em populagdes naturais de H. courbaril com ocorréncia natural no norte
do Estado de Mato Grosso por meio de marcadores ISSR. Foi coletado material
foliar de H. courbaril para extracdo DNA gendmico total pelo método CTAB (Brometo
de Cetil Trimetil Amoénio). Inicialmente, testou 25 primers ISSR selecionando-se 10
primers para a genotipagem. Uma matriz binaria foi construida, a partir da qual foi
calculada indices de identidade, dissimilaridade e fluxo génico dos genotipos.
Também foi realizado teste de agrupamento pelo método de UPGMA (Unweighted
Pair-Group Method Average) e pelo programa do Structure. Desta forma, as
populacdes de Marcelandia e da comunidade Central em Alta Floresta, formaram
dois grupos cada, e Pista do Cabeca, em Alta Floresta formou seis grupos. A
variancia genética total entre populagcbes foi de 31,79% e dentro das populacdes
68,21%. A anadlise pelo “Structure” evidenciou a diferenciacdo genética dos
genotipos de H. courbaril em quatro grupos distintos, enquanto que pelo método
UPGMA formou trés grupos. Para as trés populacdes a distancia geografica influiu
na dissimilaridade entre os gendtipos estudados. Os individuos MA-21 e MA-22
foram os mais dissimilares entre todos os individuos amostrados. Mesmo assim
propde-se, que individuos de ambas as populacdes, sejam preservados mantendo a

variabilidade genética e conservando a espécie.

PALAVRAS-CHAVE: Conservacao, ISSR, Jatob4, variabilidade genética.
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Abstract (Genetic Diversity and Population Structure of Hymenaea courbaril L.
Leguminosae: a Brazilian native species) Hymenaea courbaril L (‘jatobd’) is a
species of ecological importance that occurs in different geographical regions.
Knowing and evaluating the existence of area with high genetic variability can be
useful to programs and conservation actions. In this context this study aimed to
evaluate the genetic diversity and population structure of natural populations of H.
courbaril with natural occurrence in north Mato Grosso State, through ISSR markers.
We collected leaf material from H. courbaril for total genomic DNA extraction by
Doyle & Doyle’s CTAB (cetyltrimethylammonium bromide) method. Initially, we tested
25 ISSR primers and selected 10 primers for genotyping. A binary matrix was
constructed from which indices of identity, dissimilarity and gene flow of genotypes
were calculated. Also a cluster test was carried out by UPGMA method (Unweighted
Pair-Group Method Average), using the computer program Structure. The
populations of Marcelandia and Central community in Alta Floresta formed two
groups each, while Pista do Cabeca in Alta Floresta formed six groups. Total genetic
variance among populations was 31.79% and 68.21% within populations. The
analysis by Structure software demonstrated the genetic differentiation of H. courbaril
genotypes in four distinct groups while UPGMA formed three groups. For the three
populations were observed that geographical distance influenced the dissimilarity
among the studied genotypes. The MA-21 and MA-22 individuals were the most
dissimilar of all individuals sampled. Nevertheless, we proposed that individuals of
both populations be preserved to maintain the genetic variability and conserving
species.

Key words: Conservation, genetic variability, ISSR, Jatoba.
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Introducéo

Hymenaea courbaril L. (jatobd) € uma espécie arbdrea, pertencente a
familia Fabaceae e se distribui por toda a América Latina (ANDRADE et al. 2010).
Por apresentar uma polpa farinacea envolve o embrido (ALMEIDA et al., 1990), se
torna um importante suplemento para espécies da fauna, que dispersam suas
sementes, tal fato reforca a importancia de preservar e realizar plantios da espécie
em areas degradadas destinadas a recomposicdo da vegetacao arbérea (LIMA et
al., 2010).

Seu caule é aproveitado como madeira na construgéo civil e na industria
de méveis (MELO e MENDES, 2005). Partes da planta sdo usadas como
terapéuticos para diversas doencas (CARVALHO, 1994). Apesar de sua importancia
e do potencial de mercado, nacional e internacional, o avanco da fronteira agricola
na Amazobnia que vem reduzindo progressivamente as populacdes naturais de
muitas espécies entre as quais o Jatoba.

As respostas das espécies vegetais ao processo de fragmentacdo sao
altamente varidveis, dependendo de suas caracteristicas e das alteracbes
ambientais ocorridas (LEWIS et al. 2005). Assim conhecer e avaliar a existéncia de
locais onde tenha uma maior variabilidade genética € muito importante para auxiliar
em programas e agdes de conservacao.

A biologia molecular tem fornecido ferramentas valiosas para analises da
variabilidade e estrutura populacional em espécies vegetais, sendo os marcadores
moleculares uma dessas ferramentas que detectam as diferencas a nivel de DNA,
presentes em dois ou mais individuos e auxiliam na caracterizacdo molecular do
material analisado (PESTSOVA et al. 2000; EXCOFFIER & HECKEL 2006; RIVAS et
al. 2013; ROSSI et. al., 2014; GIUSTINA et al. 2014).

Entre os métodos que usam marcadores moleculares estd o ISSR (Inter
Simple Sequence Repeat) que tem sido amplamente utilizado por ser uma técnica
rapida, eficiente, possuir alta reprodutibilidade e gerar altos indices de polimorfismo,
fornecendo grande numero de dados com custo baixo para o pesquisador, podendo
ser transferido para qualquer espécie de planta (BARTH et al. 2002; RIVAS et al.
2013; GIUSTINA et al. 2014; ROSSI et. al., 2014).
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Quanto ao modo de reproducdo da espécie esta apresenta sistema
reprodutivo (al6gama) (BAWA, 1974; CRESTANA et al.,1985). A polinizacdo dessa
espécie é feita principalmente por morcegos (LEE e LANGENHEIM, 1975;
HEITHAUS et al., 1975; CRESTANA et al., 1985; CARVALHO, 1994; GIBBS et al.,
1999), e visitantes diurnos (CRESTANA ET AL., 1985). Alem destes os animais
silvestres, como paca, cutia e macacos, entre outros, que comem a polpa e
dispersam as sementes pela floresta (CARVALHO, 1994), afetando a sua estrutura
genética. Com os constantes desmatamentos ocorridos na regido, o conhecimento
da estrutura genética das espécies locais pode fornecer importantes dados da
integridade e estrutura destes ambientes.

O presente estudo objetivou avaliar a diversidade genética e a estrutura
populacional em populagdes naturais de H. courbaril com ocorréncia natural no norte

do Estado de Mato Grosso por meio de marcadores ISSR.

63



Material e métodos

Area de Estudo e Amostragem do material vegetal

As areas de estudo estdo localizadas na regido Norte do Estado de Mato
Grosso, compreendendo as localidades: MA (11°02'48"S e 54°29'57"0) no municipio
de Marcelandia- MT; CC (9° 53' 43" S e 55°54' 30" O), e PC (10° 21' 24" S e 56° 26'
01" O) (Figura 1), localizadas no municipio de Alta Floresta - MT. O clima da regido é
do tipo Equatorial quente e Uumido, caracterizado por médias anuais de temperatura
superior a 24°C e pluviosidade acima de 2.500 mm. A altitude média varia de 200 a
290 m. Os solos, na sua maioria, pertencem a classe dos Latossolos, com relevo
plano e suave ondulado, e predominio da agropecuaria e exploracdo de madeira
como atividades econdmicas de maior importancia nas economias locais.
Fundamentalmente, a vegetacdo € caracterizada pela Savana, Floresta Ombrofila e
Floresta Estacional (SEPLAN-MT, 2006).

Os locais de coleta foram selecionados onde a espécie tem ocorréncia
natural. Cada local se constituiu em uma populacdo de estudo, totalizando trés
populacées. Foram amostrados 54 individuos assim distribuidos: MA - 24 individuos,
CC (Comunidade Central) - 17 individuos e PC - 13 individuos. Todas as areas de
coleta apresentavam plantas distribuidas ao longo da margem direita e esquerda de
rodovias ou estradas, numa faixa de 200 m de cada lado, no qual foi amostrado
todos os individuos adultos em idade reprodutiva. Todas as plantas amostradas

estavam em ambiente de pastagem cultivada com Urochloa brizantha.

Coleta do Material

Em cada individuo selecionado foi amostrado material foliar, os quais
foram coletados com o auxilio de atiradeira manual e podado. Foram coletadas
preferencialmente folhas jovens, sem danos mecanicos ou sinais de doenca. Todo 0
material foi identificado ainda em campo, e armazenado em silica gel.

O material foi transportado para o laboratério de Genética Vegetal e
Biologia Molecular do Campus Universitario de Alta Floresta - UNEMAT, e

armazenado em freezer (-20 °C) até a extracao de DNA.
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Figura 1: Localizacdo geografica das trés areas de coleta no municipio de Alta
Floresta Comunidade Central (AF), Pista do Cabeca (PC) e Marcelandia (MA).

Extracdo e Quantificacdo de DNA

O DNA genbmico total foi extraido de aproximadamente 100 mg de
foliolos seguindo o método CTAB (Brometo de Cetil Trimetil Amdnio) descrito por
Doyle e Doyle (1987) com modificacbes: aumento da concentracdo de
polivinilpirrolidona (PVP) de 1% para 2%, CTAB de 2% para 5% e de f-
mercaptoetanol de 0,2% para 2% no tampao de extracdo, além da reducdo do
tempo de incubacéo a 65°C de 60 min. para 30 min..

O tecido foliar foi lavado em &gua corrente e seccionado manualmente em
almofariz de porcelana. O tecido foi macerado na presenca de nitrogénio liquido com
auxilio de um pistilo. O produto resultante da maceracdo foi transferido para
microtubos de 2 mL, ao qual foram adicionados 800 pL de tampao de extracao
CTAB (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 1,4 M cloreto de sédio; 20 mM EDTA; 5% CTAB;
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2% polivinilpirrolidona (PVP) e 2% B-mercaptoetanol) foram agitados em vortex e
incubados em banho-maria a 65°C por 30 minutos.

Apos resfriamento a temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados
a 12.000 rpm em micro centrifuga por 10 minutos. Em seguida a fase aquosa
(sobrenadante) foi transferida para um novo tudo de 1,5 mL e adicionado 700 pL de
cloroférmio: &lcool isoamilico 24:1 (v/v). Os tubos foram agitados por
aproximadamente 1 minuto em vortex e centrifugados a 10.000 rpm em micro
centrifuga por 10 min..

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo 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 alcool 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 concentracdo de 10 mg/mL. A solucdo
foi incubada em banho-maria a 35°C por 30 minutos. Posteriormente, os microtubos
foram armazenados em geladeira (4°C) por 24 h e depois 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
(0,2mg/mL). A quantificacdo foi comparada através de pesos moleculares de DNA
padrdo (lambda) com amplitude de variacdo de 10, 20, 50 e 100 ng. O DNA
quantificado foi diluido para a obtencdo das solugbes de trabalho a 10ng/uL
(FERREIRA e GRATTAPAGLIA, 1998).

Amplificagcéo e genotipagem de locos ISSR

Inicialmente foram realizados testes de amplificacdo em trés gendtipos de
jatoba com 25 primers ISSR desenvolvidos pela University of British Columbia
(UBC). Com base nos padrdoes de bandeamento para intensidade, polimorfismo e
repetitividade, foram selecionados 10 dos 25 primers testados (Tabela 1) para a

genotipagem de todos os individuos amostrados.
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Tabela 1: Relacdo dos primers ISSR utilizados na caracterizacdo molecular dos 54
individuos de Hymenaea courbaril provenientes de trés populacdes nativas no norte
do Estado de Mato Grosso. TM = Temperatura de anelamento referente ao primer.

Nome do Primer Sequéncia do Primer (5’ - 3’) T™ (°C)
DIAC3'T ACACACACACACACACT 51,4
DIAC5'DBD DBDACACACACACACAC 50,1
DIAG3'YC AGAGAGAGAGAGAGAGYC 50,2
DICA5CR CACACACACACACACACR 50
DICA5’CY CACACACACACACACACY 50
DiCA5'BDB BDBCACACACACACACA 49
DIAC3'YT ACACACACACACACACYT 53
TriACA3'RC ACAACAACAACAACARC 48
DIAC3'G ACACACACACACACACG 53
DIAC3'C ACACACACACACACACC 48

*Y=CouT;R=AouG;B=C,GouT;D=A,GouT.

As reacgOes de amplificacdo via PCR, foram realizadas em termociclador
Biocycler com um volume final de 20 uL, sendo 1 yL de DNA (£ 10 ng), 2 uL de
tampéo 10x (1M KCI; 1M Tris pH 8.3; 1M MgCl;; 10% Tween 20), 2 uL de MgCl, (25
mM), 3 yL de primer (2 mM), 4 yL de dNTP (1 mM de cada dNTP), 1 yL DMSO e 0,2
ML de Taq polimerase (5 U/ul).

O programa de amplificacao utilizado foi o proposto por Silva (2009) com
modificacdes, sendo: 4 minutos a 94°C (desnaturacéo inicial); 35 ciclos de 1 minuto
a 94°C (desnaturacdo); 1 minuto a 49-58,8°C (anelamento). A temperatura de
anelamento variou de acordo com o iniciador utilizado; trés minutos a 72°C
(extensao) e sete minutos a 72°C (extensao final).

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao de corrida TBE 1X (89,15 mM de Tris Base; 88,95 mM de
Acido Borico e 2,23 mM EDTA), com voltagem constante de 90 V por
aproximadamente quatro horas. A coloracdo 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 (Invitrogen™).

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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Andlise estatistica

A presenca (1) e auséncia (0) dos fragmentos amplificados (bandas)
foram usadas para a construcdo de uma matriz binaria, a partir da qual foi calculada
a porcentagem de polimorfismo obtida com cada primer utilizado, por meio da
equacgao 1:

P= %x 100 (Equacéao 1)

em que P = porcentagem de polimorfismo; nbp= numero de bandas
polimorficas; nbt = e nimero de bandas total. As bandas com coloracéo fraca e de
baixa definicdo foram descartadas.

A diversidade genética do loco ou PIC (indice de Contetido Polimérfico) é
uma estimativa utilizada para a avaliacdo do poder discriminatério de um loco. A
informatividade do loco p; € a frequéncia do alelo p no loco p;, calculado pela
equacgao 2:

PIC=1- ¥ pi° (Equacéo 2)

A informatividade do primer p; é a frequéncia do alelo p do loco i, no

primer j, (REZENDE et al. 2009), sendo calculada pela equacgéo 3:

PICprimer = 1— ¥.x ¥;jxpi (Equacéo 3)

Para caracterizacdo da variabilidade genética, foi utilizado o Programa
POPGENE (Population Genetic Analysis) versao 1.32 (YEH et al. 1999), utilizando-
se parametros para dados diploides dominantes. Estimou-se a diversidade genética
de Nei (1978) (H), a porcentagem de locos polimérficos (P%) e o indice de Shannon
(), para cada populacédo e para o conjunto de popula¢gdes. Também foi realizada a
analise de diversidade genética entre populacbes pelo método de Nei (1978),
estimando-se a heterozigosidade total (Ht), a diversidade génica média dentro de
populacdes (Hs), a divergéncia genética média entre populacdes (Gst) e o fluxo
génico (Nm).

A andlise de variancia molecular (AMOVA) foi utilizada para revelar a

distribuicdo da diversidade genética dentro e entre as populacdes; de acordo com
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Excoffier et al. (1992), com o auxilio do programa ARLEQUIN 3.01 (EXCOFFIER et
al. 2006).

Para formacéo da matriz de dissimilaridade, foi utilizado o complemento
aritmético do indice de Jaccard. Esse coeficiente consiste na comparacdo do
namero de presencas de bandas comuns e o numero total de bandas envolvidas,
excluindo o numero de auséncias conjuntas (MEYER 2002). Tal coeficiente é
definido pela equacéo 4:

Djj = 1 — Sjj (Equagéo 4)

Onde:

5. — a
U a+b+c

a = é o numero de bandas presentes nos acessos i, j;
b = € o nimero de bandas presentes no acesso i e ausentes no acesso |;

c = é o numero de bandas presentes no acesso j e ausentes no acesso i.

A matriz de dissimilaridade genética foi utilizada para a analise de
agrupamento dos genétipos pelo método UPGMA (Unweighted Pair-Group Method
Average) que foi computado com o auxilio do programa GENES (CRUZ, 2008).

O programa “Structure” (PRITCHARD et al. 2000), baseado em estatistica
bayesiana foi utilizado para inferir o numero de grupos (K), nos quais 0s genétipos
encontram-se estruturados. Foram realizadas 20 corridas para cada valor de K,
200.000 interagdes iniciais (“burn-ins”) e 500.000 simulagdes de Monte Carlo via
Cadeias de Markov (MCMC). Para definicdo do K mais provavel em relacdo aos
propostos foram utilizados os critérios descritos por Pritchard e Wen (2004) e Evano
et al. (2005).
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Resultados e discussao

Os 10 primers ISSR amplificaram um total de 110 fragmentos nos 54
gendtipos de jatoba analisados, sendo 86 bandas polimérficas (78,2%) e 24
monomorficas (21,80%). O numero de bandas amplificadas por primer variou de
sete a treze, com média de onze bandas (Tabela 2). O primer DIAC3’G revelou a
maior porcentagem de polimorfismo nas trés populacfes analisadas. Alves et al.
(2007), relata que as espécies arbodreas tropicais apresentam um grande namero de
alelos por loco. No trabalho de Rossi et al. (2014) que avaliou gendtipos de Mauritia
flexuosa foi descrito uma media de 10,7 bandas por primer. Santana et al. (2011)
registrou a presenca média de 10 bandas por primer ao estudarem 17 acessos de
umbu-cajazeiras pertencentes ao BAG fruteiras tropicais da Embrapa mandioca e
fruticultura com base em marcadores ISSR. Enquanto que Rivas et al. (2013),
estudando populacdes nativas de Theobroma subincanum Mart. Obtiveram
resultados inferior ao encontrado nesse estudo com numero médio de bandas por
primer de 6,69. Na figura 2 observa-se o perfil de amplificagédo do primer DIAC3’'G

nos 24 individuos da Populagado MA.

Figura 2: Perfil eletroforético do iniciador DIAC3’'G com 24 individuos de H. courbaril
da populacdo MA. M= marcador de 100 bp.

O iniciador que apresentou o maior contetudo de informacédo polimorfica
(PIC) para a populagédo AF foi DIAC3'T (0,54), para a populagao PC foi DIAG3'YC
(0,56) e para MA foi DIAC5’DBD (0,53). Enquanto os que apresentaram menores
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valores foram DIAC3'YT (0,14) para AF, DIiCA5'BDB (0,07) para PC e DICA5'CY
(0,13) para MA (Tabela 2).

De acordo com a classificacdo de Botstein et al. (1980), marcadores com
valores de PIC superiores a 0,5 sdo considerados muito informativos, valores entre
0,25 e 0,50 mediamente informativos e valores inferiores a 0,25 pouco informativos.
Dos 10 iniciadores utilizados 30% apresentaram PIC inferiores a 0,25 nas
populacdes de AF e MA, enquanto na populacdo PC apenas 20% tiveram PIC
inferior a 0,25 (Tabela 2), sendo, portanto, classificados como pouco informativo
para a espécie em estudo. Os primers DIAC3'T; DIAG3'YC e DIAC3'C sao os que
apresentaram maiores valores de PIC para a trés populagdes, sendo, portanto, os

mais recomendados para H. courbaril.

Tabela 2: Relacdo do numero de produtos amplificados para cada primer com as
respectivas porcentagens de polimorfismo (%P), em analise de ISSR, em
populac6es naturais de H. courbaril, localizadas em municipios do portal da
Amazoénia no norte do Estado de Mato Grosso. NT= numero total de bandas
amplificadas; NP= numero total de bandas polimoérficas; PIC= conteudo de
informacao polimorfica.

Populacdes
Primers AF PC MA

NT NP %P PIC NT NP %P PIC NT NP %P PIC
DIAC3'T 12 8 66,67 054 12 8 66,67 053 12 7 58,33 0,46
DIACSDBD 13 3 23,08 029 13 2 1538 0,38 13 8 61,54 0,53
DIAG3'YC 8 4 5000 046 8 5 6250 056 8 6 75,00 0,50
DICA5’CR 10 4 40,00 0,39 10 5 50,00 045 10 7 70,00 0,48
DICA5’CY 13 9 69,23 037 13 7 5385 0,39 13 9 69,23 0,13
DICASBDB 13 6 46,15 0,14 13 4 30,77 0,07 13 7 53,85 0,17
DIAC3'YT 8 5 6250 020 8 5 6250 0,5 8 3 3750 0,34
TrACA3’RC 13 9 69,23 0,23 13 8 61,54 0,30 13 11 84,62 0,23
DIAC3'G 13 11 84,62 036 13 10 76,92 0,29 13 12 92,31 0,31
DIAC3’C 7 3 4286 049 7 4 57,14 043 7 7 100,00 0,42
Total 110 62 56,36 3,47 110 58 52,73 3,55 110 77 70,00 3,57
Média 11 6,2 5543 0,35 11 5,8 53,73 0,36 11 7,7 70,24 0,36

No dendrograma representando a populacdo de Marcelandia (MA) pode-
se observar a formacéo de dois grupos a um corte de 80% (Figura 3), sendo o grupo
| formado por dois gendtipos e o grupo Il formado pelos outros 22 genétipos. Apesar
de estarem mais proximos geograficamente que os genotipos MA-24 e MA14 os
genaotipos mais dissimilares foram os genétipos MA-1 e MA-22 (Figura 4), enquanto
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que os mais similares foram os genotipos MA-13 e MA-14, estes por sua vez estao
geograficamente préoximos.

Na populacdo da Comunidade Central, assim como na populacdo de
Marcelandia teve a formacéo de dois grupos também a um corte de 80% (Figura 5),
sendo o grupo | formado por dois genoétipos e o grupo Il formado pelos outros 15
gendtipos. Os individuos mais dissimilares foram os genétipos AF-2 e AF-11, que
também apresenta considerada distancia geografica (Figura 6), ja os mais similares
foram os genodtipos AF-13 e AF-14, que geograficamente se apresentaram mais
proximos que os demais, podendo indicar que ambos tenham um parentesco
comum muito préximo.

A populacdo da Pista do Cabeca por sua vez, formou seis grupos a um
corte de 80% (Figura 7), sendo os grupos I, Il e IV formados por um genétipo, o
grupo Il por trés gendtipos, o grupo V agrupou dois gendtipos e por fim o maior
grupo (grupo VI) que se formou com cinco genotipos. Os individuos mais
dissimilares foram os genétipos PC-1 e PC-10, que estédo distantes geograficamente
(Figura 8), e os mais similares foram os genétipos PC-2 e PC-3 que estdo muito
proximo geograficamente. Nota-se que para as trés populacfes estudadas as
distancias geogréficas influenciaram diretamente no nivel de dissimilaridade e de
similaridade entre os genétipos estudados, mostrando haver uma relacdo muito forte

entre estas variaveis (distancia geogréfica e dissimilaridade genética).
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Método de agrupamento: Ligagao Media Entre Grupo{UPGMA)

MA-13 —
MA-14 —
MA-11
MA-15 —
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MA-16 1
MA-18 |
MA-19
MA-17
MA-12

MA-20 —

MA-6
MA-10 —
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MA4 — :
I
MA-1 =
MA-2 J
MA-23
MA-24 J ;
MA-21 1
MA-22 J '
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Figura 3: Dendrograma de similaridade genética entre os individuos de H. courbaril, definido pelo critério de agrupamento
UPGMA, com base no coeficiente de Jaccard, por meio de marcadores ISSR para a populacdo MA no municipio de Marcelandia.
Correlacéo cofenética (CCC): 0,8769; Distorgéo (%): 2,2199; Estresse (%): 14,8991.

73



-54731'30" -54°30°0"
1

R ‘ A14
22 A
2 A 13
E - B A
z '\—\ 20
A5
A 16
23 A 18 5
A A A 19
21 17
12
11,4
10, A
9 A
A
5 - 8
= E 5 A
5 A
4 A
34
’A
24
A 1A
54°31130" 54200"
0 500 1000 2000 eis 77" Marcelandia
Projecdo Cilindrica Equiretangular A H. Courbaril

Datum: SIRGAS2000

Figura 4: Localizacdo geografica dos vinte e quatro genotipos de H. courbaril analisados neste estudo para populacdo de MA no
municipio de Marcelandia - MT.
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Método de agrupamento: Ligagao Média Entre Grupo(UPGMA)

AF3
ARt
AR5
AF-6
AFAT
AR
AF3
AFS
AF4
AFS
AF$
AF2
AF0
AFT
AFS |
AF4 i
AF2 ?
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0 0 0 ) 09 M M 16 A9 2 2

Figura 5: Dendrograma de similaridade genética entre os individuos de H. courbaril, definido pelo critério de agrupamento
UPGMA, com base no coeficiente de Jaccard, por meio de marcadores ISSR para a populacdo de AF, no municipio de Alta
Floresta; Correlacao cofenética (CCC): 0,807; Distorcao (%): 1,9002; Estresse (%): 13,7973.
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Figura 6: Localizagdo geografica dos dezessete genotipos de H. courbaril analisados neste estudo para a populacdo natural de
AF, no municipio de Alta Floresta — MT.
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Meétodo de agrupamento: Ligagao Média Entre Grupo(UPGMA)
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Figura 7: Dendrograma de similaridade genética entre os individuos de H. courbaril, definido pelo critério de agrupamento
UPGMA, com base no coeficiente de Jaccard, por meio de marcadores ISSR para a populagdo da PC no municipio de Alta
Floresta. Correlacao cofenética (CCC): 0,793 Distorcao (%): 1,222; Estresse (%): 11,0769.
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Figura 8: Localizacdo geogréfica dos treze gendtipos de H. courbaril analisados neste estudo para populagédo da PC, no municipio
de Alta Floresta - MT.
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O maior indice de diversidade estimados a partir de Nei (1978) e de
Shannon foi encontrado nas populacdes Marcelandia (H = 0,2498 e | = 0,3662)
e Alta Floresta (H = 0,1718 e | = 0,2564), enquanto que Pista do Cabeca
apresentou a menor diversidade genética (H = 0,1589 e | = 0,2336). Em nivel
de espécie a diversidade genética foi (H = 0,2706 e | = 0,4074 (Tabela 2).
Rossi et al. (2014) estudando diversidade genética em Mauritia flexuosa
apresentou valores de H= 0,206 e I= 0,308, bem como no trabalho de Estopa et
al. (2006) em populac¢des naturais de Eremanthus erythropappus (H = 0,490 e |
= 0,330) valores estes maiores que no presente trabalho, ja Batista et al. (2008)
trabalhoando com Papiro tibouchina verificou valores semelhantes ao deste
trabalho (H = | = 0,230 e 0,340). Tais resultados sdo semelhantes aos do
presente estudo. Valores semelhantes também foi registrado por Rivas et al.
2013 em seu trabalho com Theobroma subincanum Mart., enquanto que
Giustina, et al. 2014 obtiveram valores bem menores trabalhando com
Theobroma speciosum Willd. Ex Spreng ambas espécies nativas da regiao de
ocorréncia do H. Courbaril.

As populacdes de Marcelandia e Alta Floresta apresentaram maior
porcentagem de polimorfismo, 65,45% e 50% respectivamente, quando
comparadas com Pista do Cabeca que apresentou 42,73%. Todas as trés
populacdes estudadas apresentam polimorfismo e diversidade genética entre

os individuos dentro de cada populacéao.

Tabela 3: indice de diversidade de Shannon, diversidade genética de Nei e
porcentagem (%) de locos polimérficos em populages naturais de H. courbaril,
localizadas no norte do Estado de Mato Grosso, Brasil.

Pobulacses Diversidade Genética indice de % Locos
putag de Nei (H) Shannon (1) Polimaorficos
Marcelandia 0,2498 0,3662 65,45
Comunidade 0,1718 0,2564 50
Central
Pista do Cabeca 0,1589 0,2336 42,73
Conjunto de 0,2706 0,4074 78,18
Populacdes

A heterozigosidade total (Ht) estimada foi de 0,2568 constatando
que a espécie apresenta uma reserva de variabilidade genética. A
heterozigosidade € um indice de diversidade genética influenciado pelo sistema
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reprodutivo da espécie, uma vez que uma espécie albgama apresenta maior
heterozigose do que uma autégama (FARALDO et al. 2000). Hamrick (1985)
refere-se a populacbes naturais, afirmando que o fluxo génico homogeneiza a
variabilidade genética entre elas e reduz os efeitos aleatdrios da deriva
genética.

Nas populacdes de H. courbaril estudadas, a estimativa do fluxo
génico (Nm), ou numero de migrantes por geracao foi de 1,5284. Ha o fluxo de
genes de uma geracdo para outra, revelando assim que as populacdes nao
estdo isoladas geneticamente. A diversidade genética entre populacdes (Gsr)
foi de 0,2465 (Tabela 4), o que pode ser justificado pelo fluxo génico
encontrado.

A estimativa da média do numero de migrantes entre populacdes
locais foi proximo ao encontrado por Da Silva Castellen (2005) que encontrou
um Nm de 1,78. Valores superiores a 1 indicam que ndo existem indicios de

fortes processos de diferenciacéo entre as populacdes.

Tabela 4: Diversidade genética de Nei em populacdes naturais de H. courbaril,
localizadas em municipios no norte do Estado de Mato Grosso, Brasil. HT =
diversidade genética total (heterozigosidade); HS = diversidade genética dentro
das populacfes; GST = relacéo entre a diversidade genética entre populacdes
e a diversidade genética total; e Nm = fluxo génico.

HT HS Gst Nm
Média 0,2568 0,1935 0,2465 1,5284
Desvio-padréo 0,0325 0,0227

As duas populacbes mais distantes geneticamente foram Alta
Floresta e Marcelandia (0,1688), distantes geograficamente 209 km uma da
outra, e as duas mais similares foram Comunidade Central e Pista do Cabeca
(Tabela 5 e Figura 9) distantes 67 km. Tal fato esta relacionado diretamente as
distancias geograficas entre as populacdes amostradas, pois geograficamente
as populacdes da Comunidade Central e Pista do Cabeca estdo mais proximas
em relacdo a populacdo de Marcelandia. Rossi et al. (2014), estudando outra
espécie também constatou que populagcdes com maior distancia genética

apresentam as maiores distancias geograficas.
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Tabela 5: Medidas originais de distancia genética e identidade genética de Nei
(1978) entre populacfes naturais de H. courbaril.

Local Identidade Distancia Distancia
genética genética geogréfica (km)
MA — AF 0,8446 0,1688 209
AF - PC 0,9694 0,0311 67
MA — PC 0,8496 0,1630 217
Metodo de agrupamento: Ligagdo Média Entre Grupo(UPGMA)
Af L
o [
MA
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Figura 9: Dendrograma de similaridade genetica entre populacbes de H.
courbaril, definido pelo critério de agrupamento UPGMA, com base no
coeficiente de Jaccard, por meio de marcadores ISSR.

A andlise de variancia molecular (AMOVA) revelou que 31,79% da
variancia total estd no ambito de interpopulacdes e 68,21 intrapopulacdes,
demonstrando que a maior diferenciacdo genética estd no componente
intrapopulacional do que no componente interpopulacional (Tabela 6). Houve
diferenciac@o genética significativa (p<0,001) entre as populacdes.

Estes resultados corroboram com varios trabalhos realizados com
espécies tropicais que afirmam que a maior diversidade genética ocorre em
nivel intrapopulacional (ROSSI et al. 2009; BERTONI et al. 2010; BRANDAO et
al. 2011 e RIVAS et al. 2013). Estudos da variabilidade genética em
populacdes naturais de plantas, em regides tropicais, ttm demonstrado que
estas preservam grande variabilidade dentro das populacdes (PAIVA, 1998).

O Fst (divergéncia genética interpopulacional) foi estimado em
0,31795 (Tabela 6) e segundo Wright (1978), que caracteriza como baixa
divergéncia (Fst = 0 a 0,05), moderada divergéncia (Fst = 0,05 a 0,15), alta
divergéncia (Fst = 0,15 a 0,25) e muito alta divergéncia (Fsr>0,25) assim os
dados do presente trabalho indicam que ha alta divergéncia genética

interpopulacional nas populacdes estudadas.
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Tabela 6: Analise molecular da variancia (AMOVA) nas trés populacdes
naturais de H. courbaril, localizadas em municipios do portal da Amazbnia no
norte do Estado de Mato Grosso estudadas a partir de dez marcadores ISSR.

Fonte de Variacao GL* SQ* CV* VT (%)* Fst
Entre Populagbes 2 163,571 4,18 31,79 0,31795
Dentro de Populacdes 51 457,188 8,96 68,21

Total 53 620,759 13,14

* 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 permutagdes ao acaso. P<0,001

A maior variacdo de divergéncia encontrado no presente trabalho
esta relacionado a capacidade da espécie em manter alto grau de cruzamento
entre individuos, devido ao sistema reprodutivo de H. courbaril ser do tipo
alogama (SAMPAIO E VENTURINI, 1990; SANTOS, 2002), com indicios de
auto-incompatibilidade (BAWA, 1974; JANSEN, 1983). Tal sistema permite que
individuos dentro de uma populacdo ndo tenha proximidade genética com 0s
demais, fato comprovado pela auséncia de duplicatas neste trabalho (Figura 3,
5 e 7). A auto-incompatibilidade que € registrado na espécie deve-se
provavelmente ao processo de rejeicdo pos-zigotica (GIBBS et al. 1999) que
elimina determinados genes com alta compatibilidade entre parentais.

A partir de simulacdes realizadas pelo programa Structure utilizando
abordagem bayesiana, o nimero mais provavel de K agrupamentos foi definido
como quatro (Tabela 7), segundo a metodologia de Evanno et al. (2005),
evidenciando assim a formacdo de quatro grupos distintos entre os 52
individuos de H. courbaril (Figura 11).

A anadlise bayesiana implementada pelo programa “Structure”
evidenciou a diferenciacdo genética dos individuos de H. courbaril em quatro
grupos distintos (Figura 11). Esta analise agrupa os individuos com base em
distingbes genéticas, sem a necessidade de uma pré-identificacdo das
populacdes, desta forma, os grupos de individuos podem ndo ser o do
levantamento amostral, assim as trés populacbes amostradas nas trés
localidades de estudo foram reagrupadas. O grupo 1, 2 e 3 do “Structure”
corresponde a populacéo natural de Marcelandia, enquanto que o grupo quatro
foi formado pelas populagcdes da Comunidade Central e Pista do Cabeca. Pela
analise do dendograma UPGMA (Figura 10) €& possivel entender o
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agrupamento entre as populacdes de AF e PC, na figura do structure, pois o
dendograma inferiu que a estrutura genética destas duas populacdes € de

maior similaridade genética em relacéo a populacdo de Marcelandia (Tabela 5).

Tabela 7: Probabilidades médias de modelos e desvio padrdo e Delta K para
simulagbes para diferentes valores de K.

K Meédias das probabilidades Desvio padrao Delta K
3 -1637,300 3,897097 —

4  -1560,480 5,594038 8,372306
5 -1530,495 31,908264 0,664561
6 -1521,715 69,509555 —

A partir da analise conjunta das trés populacdo (Figura 10) a um
corte de 80%, pode-se observar a formacédo de trés grupos. O grupo | alocou
dois genotipos (MA-21 e MA-22), sendo que estes dois gendtipos também
ficaram isolados na andlise do Structure (Figura 11), grupo Il foi formado por
gendtipos da Comunidade Central e Pista do Cabeca (AF e PC), estando este
grupo em conformidade com Structure (Figura 11). Tal fato reforca que estas
duas populacdes possuem maior similaridade genética. O grupo Il formou-se
com os outros 22 gendtipos de Marcelandia (MA), (Figura 10) e no Structure
(Figura 11) estes 22 genotipos se dividiram em dois grupos. Tal subdivisédo da
populacdo Marcelandia em trés grupos pelo Structure reforca o fato de a

populacdo em questao apresenta maior diversidade genética.
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Método de agrupamento : Ligacdo Média Entre Grupo(UPGMA)

MA-9 1l

0 10 20 30 40 50 60 70
0 03 07 A 14 17 21 24

Figura 10: Dendrograma de similaridade genética entre os 54 individuos de H.
courbaril, definido pelo critério de agrupamento UPGMA, com base no
coeficiente de Jaccard, por meio de marcadores ISSR. Correlacdo cofenética
(CCC): 0,8547; Distorcao (%): 1,9807; Estresse (%): 14,0771.
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Figura 11: Representacdo dos 54 individuos de H. courbaril das trés
populacdes estudadas em grupos segundo dados moleculares com 10 ISSRs
utiizando o programa “Structure”. Os individuos estao representados por
barras verticais com coloragcdo de acordo com o grupo ao qual pertencem
(quatro grupos, K = 4).
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Conclusdes

A caracterizacdo molecular revelou que a diversidade genética é
maior em nivel intrapopulacional do que interpopulacional nas populacdes
estudadas.

As populagbes com maior similaridade genética sdo as mais
proximas geograficamente.

Os individuos MA-21 e MA-22 foram os mais dissimilares entre todos
os individuos amostrados.

Por existir variabilidade genética em ambas as populacbes, e ndo
haver individuos geneticamente idénticos propde-se, que sejam mantidos
individuos de ambas as populacdes, a fim de preservar a diversidade genética
intrapopulacional possibilitando assim a manutencdo da variabilidade genética

e a conservacao efetiva da espécie.
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4. CONCLUSOES GERAIS

Este trabalho foi importante, pois através da etnobotanica pode
verificar o uso da espécie e com a caracterizacao fito-histoquimica confirmou a
presenca de metabdlitos secundarios com potencial medicinal. Além disso, a
diversidade se mostrou maior em nivel intrapopulacional do que
interpopulacional, mostrando a necessidade de preservar ndo apenas um
individuo ou uma populagdo mas sim individuos um vez que estes ndo sao

idénticos geneticamente.
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