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RESUMO
Hymenaea courbaril L. (Fabaceae), conhecida como jatoba, € uma espécie de porte
arbéreo que possui distribuicdo geografica entre as regides tropicais, podendo atingir
uma altura de 40 metros. O estudo teve como objetivo analisar o indice meiético (IM)
e viabilidade polinica (VP) de H. courbaril, visando fornecer subsidios para futuros
programas de conservacdo da espécie. Foram amostrados individuos de duas
populac¢ées, populacdo rural (PR) e populagdo urbana (PU), do municipio de Alta
Floresta, MT. Utilizaram-se botdes florais na fase de pré-antese e antese. Para
andlise do IM foram preparadas seis laminas para cada populacdo, sendo
contabilizadas 250 células por lamina. Na andlise da VP, para cada corante, carmim
acético 2%, lugol, sudan IV e reativo de Alexander, foram preparadas 10 laminas,
contabilizando 500 graos de pdlen/lamina. Os individuos da PR apresentaram um
namero maior de tétrades (1160). Nas duas populagcdes foram encontradas células
anormais, porém na PU o numero foi maior, apresentando ménades (2) e triades
(419). O indice meidtico para PR foi de 77,33% e PU de 71,93%. Os testes
colorimétricos utilizados foram capazes de distinguir os polens viaveis dos inviaveis,
obtendo-se resultados satisfatorios para PR, destacando o corante sudan IV, com
95,60% de viabilidade. J& na PU o reativo de Alexander foi quem se destacou com
71,48% de viabilidade. A espécie Hymenaea courbaril apresenta irregularidades
meidticas para ambas as localidades estudadas, com menor média para a
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populacdo urbana, que consequentemente também demonstrou uma baixa
viabilidade para os graos de pélen.
PALAVRAS-CHAVE: Corantes, graos de polen, jatoba.

MEYOTIC INDEX AND POLYNICAL VIABILITY OF Hymenaea courbaril L., IN
THE ALTA FLORESTA MUNICIPALITY, MATO GROSSO, BRAZIL

ABSTRACT

Hymenaea courbaril L. (Fabaceae), known as jatoba, is a tree species that has a
geographical distribution between tropical regions, reaching a height of 40 meters.
The objective of this study was to analyze the meiotic index (IM) and pollen viability
(VP) of H. courbaril, aiming to provide subsidies for future conservation programs of
the species. We sampled individuals from two populations, rural population (PR) and
urban population (PU), from the city of Alta Floresta, Mato Grosso State. Flower buds
were used in the pre-anthesis and anthesis phases. For IM analysis, six slides were
prepared for each population, counting 250 cells per blade. In the PV analysis, 10
slides were prepared for each dye, acetic carmine 2%, lugol, sudan IV and Alexander
reagent, counting 500 pollen / blade grains. PR individuals had a higher number of
tetrads (1160). In both populations, abnormal cells were found, but in PU the number
was higher, presenting monads (2) and triads (419). The meiotic index for PR was
77.33% and for PU 71.93%. The colorimetric tests were able to distinguish the viable
pollen from the non-viable pollen, obtaining satisfactory results for PR population. In
PR population we highlight the dye sudan IV with 95.60% of viability and for the PU
population, we stand out Alexander reacted with 71.48% of viability. The species
Hymenaea courbaril presents meiotic irregularities for both studied localities, with a
lower average for the urban population, which consequently also showed a low
viability for the pollen grains.

KEYWORDS: Dyes, pollen grains, Jatoba.

INTRODUCAO

Hymenaea courbaril L. (Fabaceae), conhecida como jatoba é uma espécie
monoica, com flores mondclinas e reproducdo sexuada, polinizada por morcegos;
possui porte arbéreo, podendo atingir uma altura de 40 metros (FLORA DO BRASIL
2020, em construcdo). Possui distribuicdo geografica entre as regides tropicais,
ocorrendo do litoral sul do Brasil até a costa ocidental da regido central do México
(MELLO et al., 2017).

A espécie apresenta potencial ecoldgico, medicinal e econémico. No setor
florestal, a madeira é o produto mais comercializado, sendo utilizada na construcao
civil e em marcenarias (SILVA et al., 2016). A polpa do fruto, além de ser apreciada
pela fauna, é utilizada pelos humanos para fabricacdo de farinha (LORENZI, 2002).

Apesar da sua ampla utilizacdo, H. courbaril L vem sofrendo com os
processos de fragmentacdo de seus habitats, ocasionando a reducéo de individuos
e levando a perda da variabilidade genética da espécie.

Deste modo, os estudos meidticos visam auxiliar no alcance de informacdes a
respeito da reproducdo das espécies e se sdo capazes de gerar uma progénie
(CAETANO et al., 2003). Além de contribuir nos mecanismos de hereditariedade, a
variabilidade genética permite observar aberracdes estruturais e numeéricas,
provenientes de anormalidades que ocorrem durante a pré-meiose, meiose e poés-
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meiose, 0 que pode acarretar em uma fertilizacdo limitada do gameta masculino
(LOVE, 1949).

A analise da VP pode ser realizada com base em parametros citologicos,
como a reacgdo por corantes quimicos (PAGLIARINI; POZZOBON, 2004). Dentre os
testes colorimétricos, destacam-se os testes com lugol, carmim acético, reativo de
Alexander e o sudan IV, que tem sido utilizados por varios estudos na literatura
(TIAGO et al., 2014; MEIRELES, 2015; BRAMBATTI et al., 2016; RAMOS, 2017;
OLIVEIRA; PIERRE, 2018).

Considerando que a espécie H. courbaril possui potencial econdmico e
medicinal, as informag¢des sobre a VP e IM sdo fundamentais para estudos de
ecologia, taxonomia e biologia reprodutiva. Portanto, este estudo teve o objetivo de
analisar o IM e o VP de H. courbaril L. (jatoba), visando fornecer subsidios para
futuros programas de conservacgao da espécie.

MATERIAL E METODOS
Localizacéo e coleta do material vegetal
Foram amostrados individuos de H. courbaril de duas populagées, localizadas
na zona rural, (populacao rural - PR) e zona urbana, (populacdo urbana - PU) do
municipio de Alta Floresta, MT. As éareas de estudo estdo situadas entre as
coordenadas 9° 58’ 26.1” S e 56° 06’ 25.9” W (PR) e 9° 52’ 44.9” S e 56° 05’ 08.4” W
(PU).
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FIGURA 1. Localizagcéo geografica dos pontos de coleta de Hymenaea courbaril nas
populacdes rural (PR) e urbana (PU) do municipio de Alta Floresta, MT.
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Para cada populacao, utilizou-se um Bulk com botdes florais em pré-antese e
antese, oriundos de seis individuos para populacdo rural e trés individuos para
populacdo urbana. O material vegetal foi transportado para o Laboratério de
Genética Vegetal e Biologia Molecular do Campus de Alta Floresta/MT — UNEMAT.

Botdes florais em diversos tamanhos e diferentes estagios de
desenvolvimento foram coletados e fixados em solucdo de etanol: acido acético na
proporcao de 3:1, apds um periodo de 24 horas. Posteriormente, a solucéo fixadora
foi substituida por uma solucdo de etanol 70% e os botdes florais conservados em
geladeira até serem utilizados.

indice Meiético (IM)

Para analise do IM foram preparadas seis laminas/populacdo, sendo
contabilizadas 250 células/lamina, totalizando 1.500 produtos poOs-meiotico por
populacao.

A extracdo das anteras dos botdes florais foi realizada com auxilio de pincas,
em seguida as mesmas foram imersas por cinco minutos em agua, dez minutos em
HCI 1N, para facilitar a abertura das anteras e novamente em agua por cinco
minutos. Posteriormente, foram esmagadas em 10 pL de carmim acético a 2%,
retirando-se o debris e recobertas com laminulas, sendo observadas em microscopia
Optica em magnitude de 400X.

O IM foi contabilizado pelo numero de produtos pdés-meidticos, considerando
normais, os tétrades, e anormais quaisquer desvios como: ménades, diades, triades
e poliades. A determinacédo do IM foi através da expressao recomendada por Love
(1949), onde:

IM = [ (ndmero total de tétrades normais/ niumero total de ménade +
diades + triades + tétrades + poliade) ] x 100.

Viabilidade Polinica (VP)

As anteras foram colocadas em laminas e coradas com 0s seguintes
corantes: carmim acético 2%, lugol, sudan IV e reativo de Alexander. Foram
preparadas 10 laminas por corante, contabilizando 500 grdos de polens/lamina,
resultando em 10.000 gréaos de polen/corante por populacdo. Em seguida as laminas
foram observadas em microscoépio 6ptico na magnitude de 100X.

Os dados da VP foram transformados em arc sen vx/100 e as médias
submetidas a teste de normalidade (Lilliefors) e em seguida a andlise de variancia
(ANOVA), sendo as médias dos corantes por populacdo, comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de significancia, com auxilio do programa estatistico Genes (CRUZ,
2016).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os individuos da populagéo rural (PR) apresentaram um numero maior de
tétrades (Tabela 1 e Figura 2C) e, consequentemente, um IM maior em relacdo aos
individuos amostrados na populacdo urbana (PU) (Tabela 1).
Love (1949) afirma que plantas que apresentam indices meidticos superiores
a 90% podem ser consideradas citologicamente estaveis, 0 que ndo ocorreu com as
populacdes de H. courbaril em estudo. Nas duas populagdes foram encontradas
células anormais (Figura 2A e B), porém na PU o namero foi maior, apresentando
monades e triades (Tabela 1).
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A variacdo do IM entre as duas populacbes pode ser consequéncia dos
diferentes ambientes nos quais os individuos sdo encontrados, como ja relatado por
Souza et al. (2014).

TABELA 1. Numeros de produtos pos-meibtico normais (tétrades) e anormais
(mbénades e triade), e porcentagem do IM em duas populacbes de Hymenaea
courbaril.

Populacdes Mbnades Triades Tétrades IM (%)
Rural 0 340 1160 77,33
Urbana 2 419 1079 71,93
Total 2 759 2,239 74,63

(8]
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FIGURA 2. Produtos pos-meiotico. (A) Moénades; (B) Triades; (C) Tétrades em
Hymenaea courbaril indentificados atraves de coloragcdo com carmim acético 2%.
Barra: 14um.

Braga et al. (2018) investigando a regularidade meidtica em genotipos de
Averrhoa carambola L., encontraram uma regularidade meidtica com média entre
84,96% e 97,35%. Lima et al., (2018) encontraram em Apeiba tibourbou 94% de
regularidade meidtica.

A estabilidade meidtica e a geracdo de gametas viaveis sdo aspectos
diretamente associados a reproducdo e manutencdo das plantas através de
sementes. A identificacdo de individuos mais estaveis mediante analise citologica
permite uma selecdo e um planejamento para coleta de sementes, auxiliando na
eventual utilizacdo para geracdo de mudas e implantacdo de novas populacdes.

Diegues (2015) relata que estudos de estabilidade meidtica e VP permitem
indicar o potencial de cruzamento da planta, sendo possivel obter correlagbes com
anormalidades meidticas, auxiliar na selecdo de materiais genéticos e fazer
inferéncias sobre a eficiéncia de cruzamentos. Os testes colorimétricos utilizados na
analise da VP de H. courbaril foram eficientes em distinguir os polens viaveis dos
inviaveis (Figura 3).
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FIGURA 3. Pdlen viavel (seta inteira) e invidvel (seta pontilhada) de Hymenaea
courbaril, avaliados com os corantes: (A) Carmim Acetico 2%; (B) Reativo de
Alexander; (C) Lugol; (D) Sudan IV. Barra: 14um.

Os graos de polen corados com carmim acético 2% apresentam coloracdo
avermelhada por conta da reacdo do corante com o material genético presente no
citoplasma, ja os inviaveis se mostram transparentes (Figura 3A) (PAGLIARINI;
POZZOBON, 2004).

Nas laminas coradas com o corante lugol, os grdos de pdlen viaveis
apresentaram-se com uma coloragdo marrom escuro, devido a reacao quimica entre
as moléculas de iodo e o amido presente no grao de pdlen, ja os inviaveis
apresentaram coloragdo amarela devido a falta de amido (PAGLIARINI,
POZZOBON, 2004). Sendo assim, os grdos de polens da espécie H. courbaril
possuem amido como material nutritivo de reserva (Figura 3C).

A espécie H. courbaril também apresentou lipidios como substancia de
reserva, pois os grdos de pdlen corados com o corante sudan IV apresentaram
coloracéo vermelha (Figura 3D), conforme descrito por Baker e Baker, 1979.

Segundo Alexander (1980), através dos testes com o reativo de Alexander &
possivel diferenciar os grdos de pdlen viaveis dos inviaveis, devido a presenca do
protoplasma no gréo de pdlen viavel com corante purpura, e para o inviavel, devido
a auséncia de protoplasma, apresenta coloracéo esverdeado (Figura 3B).

Todos os corantes utilizados para a populacdo da zona rural (PR)
apresentaram resultados satisfatérios, sendo a viabilidade, maior que 90%,
destacando o corante sudan IV com 95,60%. J& para populacdo urbana, os corantes
carmim acético 2%, lugol, e sudan IV apresentaram resultados inferiores aos
considerados satisfatorios, enquanto apenas o reativo de Alexander apresentou
média de 70% (Tabela 2). Para Souza (2002), os valores de VP acima de 70% séao
considerados satisfatorio, entre 31 a 69% como medianos e até 30% néo
satisfatorios.
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TABELA 2. Médias percentuais da VP em duas popula¢gbes de Hymenaea courbaril
por meio de quatro diferentes corantes.

Corantes
Populacéo

Carmim Acético 2% Lugol Sudan IV Reativo de Alexander

Rural 92,46Aa 92,16Aa 95,60Aa 90,08Aa

Urbana 44,22Bb 43,00Bb  49,86Bb 71,48Ab

Médias seguidas pelas mesmas letras mailscula na horizontal e mindscula na vertical ndo
apresentam diferenca entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os baixos indices de viabilidade apresentados pela PU podem estar
relacionados as condigbes atmosféricas do ambiente em que a populacdo esti
inserida. Areas urbanas estdo mais sujeitas a poluentes, devido ao intenso trafego
de veiculos, esperando-se que o0s efeitos abidticos sejam mais drasticos neste
ambiente, interferindo diretamente nas condicbes ambientais como temperatura,
umidade, salinidade e déficit hidrico (ADLER; TANNER, 2015).

Xiong e Peng (2001) relatam que os graos de polen sdo altamente sensiveis
aos residuos poluentes atmosféricos. Sun et al. (2004) também relata que condi¢des
de estresses abidticos sdo conhecidos por prejudicar a meiose e a VP. Essas
modificacdes poder ser capazes de eliminar ou invizibilizar a persisténcia da
biodiversidade de espécies (PIMM et al, 2014). Como o jatoba € uma espécie
ameacada de extingdo, tais fatores podem afetar o mecanismo reprodutivo
colaborando para o desaparecimento da espécie.

Analisando a VP independente das populacdes estudadas, observa-se que
nao ha divergéncia estatistica entre as médias dos corantes (Figura 4), porém a
maior média foi para o reativo de Alexander (80,78%), seguido dos corantes sudan
IV (72,73%), carmim acético 2% (68,34%) e lugol (67,58%).
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FIGURA 4. Comparagdao da VP de Hymenaea courbaril, entre 0s corantes,
independente das populagdes.
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Hister e Tedesco (2016) relatam que o reativo de Alexander tem se mostrado
superior a outros corantes, por revelar com acuricidade a VP e distinguir melhor os
graos de polen viaveis e inviaveis, o que pode ser confirmado neste estudo,
indicando seu uso em futuras avaliacdes com a espécie.

CONCLUSAO

A espécie Hymenaea courbaril apresenta irregularidades meibticas para
ambas as localidades estudadas, com menor média para a populacédo urbana, que
conseqguentemente também demonstrou uma baixa viabilidade para os gréos de
pélen. Estes resultados podem ser decorrentes do processo de fragmentacdo dos
habitats, tal como o caso da populacdo urbana, onde os individuos encontram-se
isolados, sofrendo maiores pressfes ambientais. Isto reforca a necessidade de
estratégias de conservacdo e manejo da espécie nas areas estudadas.
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