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A importancia alimentar e econémica
das palmeiras amazénicas agai-solteiro
(Euterpe precatoria Mart.) e tucuma-
-do-amazonas (Astrocaryum aculeatum
Meyer) despertou o interesse para ge-
racdo de conhecimento cientifico que
contribua para a conservacao de popu-
lagbes naturais dessas espécies e para
o desenvolvimento tecnolégico de suas
cadeias produtivas (Macedo et al., 2015;
Brum, 2019). Essas palmeiras ainda es-
tdo em niveis de semidomesticacao ou
incipientemente domesticadas e care-
cem de pesquisas que contribuam para
aprofundamento do conhecimento cien-
tifico sobre elas, como estudos sobre a
morfologia, incluindo a morfologia dos
graos de podlen, que tem sido aplicada

em varias espécies de plantas para es-
tudos sobre variabilidade genética intra
e interespecifica de populagdes naturais
(Chaves, 2006), variabilidade entre es-
pécies de mesmo género com diferentes
niveis de domesticagdo (Martins et al.,
2013), efeitos de modificacbes no am-
biente sobre as plantas (Barth, 2003), ta-
xonomia (Lima; 2010; Buril et al., 2015),
sistematica (Uczak, 2018), entre outros.

Para a espécie A. aculeatum nao
existem estudos sobre a morfologia da
ultraestrutura dos graos de pdlen, ja
para E. precatoria, dois estudos foram
realizados, ambos utilizando amostras
preparadas segundo o método ace-
tolitico (Erdtman, 1960) e analisadas
com microscoépios opticos. No caso de



Rangel-Churio et al. (2001), utilizando
amostras de gréos de pdlen de plantas
de E. precatoria da Amazbnia colom-
biana; e de Oliveira (2011), amostras
de polen de E. precatoria da Amazonia
Brasileira. Conforme exposto, ndo exis-
te protocolo validado para analise de
polen das espécies A. aculeatum e E.
precatoria por microscopia eletrénica de
varredura (MEV) e que nao utilizem ace-
télise no procedimento de preparo das
amostras para analises microscopicas.

Devido as relevantes contribuigbes
que estudos palinolégicos podem pro-
porcionar para a conservagao e o de-
senvolvimento tecnolégico das cadeias
produtivas das espécies E. precatoria
e A. aculeatum, é de interesse que
protocolos eficientes e rapidos estejam
disponiveis para uso de ferramentas
modernas nesses estudos, como a MEV.

Em palinologia, tradicionalmente,
estudos morfolégicos da ultraestrutura
do gréo de pdlen sao realizados utilizan-
do microscopio o6ptico (Correia, 2016)
e amostras submetidas a acetodlise
(Erdtman, 1960), técnica que emprega
hidrélise acida (mistura de anidrido acé-
tico e acido sulfurico) para supressao
do conteldo celular e para facilitar a
observacdo da parede externa do po-
len. Como a acetdlise destréi todas as
substancias ndo esporopoleininas, esse
método ndo é adequado para preparar
amostras para estudos que necessitam
de todos os componentes da parede do
grao de pdlen. Além da questao ante-
rior, 0 polen de algumas espécies nao
suporta a acetdlise tradicional, como

€ o0 caso de materiais de Musaceae,
Cannaceae, Lauraceae, Maranthaceae
e Zingiberaceae (Gasparino; Cruz-
Barros, 2006), para as quais & reco-
mendada uma mistura acetolitica mais
fraca, obtida com a diminuigdo de ani-
drido acético e acréscimo de acido lac-
tico na solugédo (Raynal; Raynal, 1971).
Métodos alternativos a acetdlise, que
permitem preservar substancias nao
esporopoleininas da parede do gréo de
polen e que proporcionam boa qualida-
de de imagem, foram propostos, como
ebulicdo em acido cloridrico concentra-
do, seguida da lavagem com hidroxido
de potassio (Hesse; Waha, 1989). Além
das restricdes de aplicagdo do método
baseado na acetdlise, sua eliminagao
no preparo de amostras para analises
microscopicas da ultraestrutura de
graos de pdlen representa simplificagéo
de procedimentos e reducdo de tempo
de analise, dessa forma sao de interes-
se para as especies A. aculeatum e E.
precatoria.

Alternativamente ao uso de micros-
copio oOptico, quando se tem interesse
em estudos mais detalhados da morfo-
logia, recorre-se ao uso de MEV (Silva,
2014). A analise da estrutura polinica
com o uso da MEV tem sido utilizada
com sucesso para estudo dos graos
de pdélen em palmeiras como babacgu
(Chaves, 2006), butia (Mourelle et al.,
2016) e espécies do género Phoenix
(Tisserat; Demason, 1982). A MEV, seja
em polens frescos ou apds hidrolise
acida, tem como principais vantagens
a geragao de resultados de forma ra-
pida e relativamente simples, com alta



precisao e definicao no detalhamento de
estruturas quando comparada a outros
métodos (May-de-Mio et al., 2006).

A qualidade dos resultados da
andlise de detalhes da ultraestrutura
de células e tecidos por meio de MEV
depende da preparagdo adequada das
amostras, que, por sua vez, depende da
natureza do material que sera analisado
(Brundle et al., 1992). Embora existam
técnicas padronizadas para preparagao
de amostras bioldgicas, essas servem
apenas como uma orientagdo geral,
sendo necessario verificar as especifi-
cidades do material que sera analisado
(Santos; Soares, 2009).

Este documento descreve um pro-
tocolo validado para preparagao rapida
de amostras de podlen das espécies E.
precatoria e A. aculeatum, sem uso do
método acetolitico, e analise dessas
amostras por MEV, com captura de
imagens de boa qualidade para analises
morfolégicas descritivas dos graos de
polen.

Coleta das amostras

As amostras de A. aculeatum foram
coletadas em planta de ocorréncia es-
pontanea no Campus da Universidade
Federal do Amazonas, Manaus, AM; e
as de E. precatoria, em planta cultiva-
da como planta ornamental no Campo
Experimental da Embrapa Amazbnia
Ocidental, Manaus, AM. Raquilas com
flores masculinas em antese e botdes
florais em pré-antese foram coletadas
em inflorescéncias recém-abertas, no

inicio da manha, acondicionadas em
sacos de polietileno e levadas imedia-
tamente para o laboratério. No labora-
tério, o material coletado foi colocado
em bandejas de aluminio e submetido
a secagem em estufa durante 24 horas
a 37 °C. Apds o tempo de secagem, as
flores e os botdes florais foram retirados
das raquilas ou coletados do fundo da
bandeja e colocados em sacos de papel,
sobre o qual, com um rolo de madeira,
foi realizada leve compresséao para libe-
ragao dos graos de pdélen dos botdes que
ainda estavam fechados. O material foi
em seguida peneirado (malha de 0,380
pUm) para separagao das impurezas; e a
amostra de grdos de pdlen, coletada e
acondicionada em tubos eppendorf, que
foram armazenados em freezer (-5 °C).

Na validagdo deste protocolo foram
utilizadas amostras armazenadas por
aproximadamente 30 dias antes, contu-
do ressalta-se que esse procedimento
foi apenas por questdes logisticas,
resultados similares podem ser obtidos
com pdlen recém-coletado submetido
apenas ao processo de secagem para
coleta, ou seja, sem passar por periodo
de armazenamento a baixa temperatura.

Fixagcao das amostras

A fixagdo é o processo responsavel
pela imobilizacdo da maioria das bioma-
cromoléculas estruturais que compdem
o polen (principalmente proteinas), o
que proporciona as células e aos tecidos
uma aparéncia mais préxima possivel do
estado in vivo (Santos; Soares, 2009).



Neste protocolo, a fixagdo da amos-
tra de aproximadamente 50 mg do pdlen
foi realizada pela imersdo em 20 mL de
uma solugdo com glutaraldeido a 2,5% e
paraformaldeido a 4,0% em tampao de
fosfato de potassio (KH2PO4) 0,22 M,
com pH entre 6,8 e 7,2 em temperatura
de bancada (21 °C £ 2 °C), durante 60
minutos. Em seguida, o pdlen foi preci-
pitado por centrifugagdo a 14.000 RPM
durante 1 minuto e, com uma micropi-
peta, a solugédo de fixagado foi retirada,
permanecendo o pdlen precipitado no
interior do microtubo.

Desidratacao

A desidratagdo da amostra é im-
prescindivel, uma vez que a coluna do
microscoépio funciona em alto vacuo, e
a volatilizagéo da agua pode danificar a
estrutura do material biolégico e conta-
minar a coluna (Santos; Soares, 2009).

Apés o procedimento de fixagdo, o
polen foi submetido ao processo de de-
sidratacao por imersao, em aproximada-
mente 1 mL, na seguinte série crescente
com diferentes concentragbes de alcool
etilico: 50%, 70%, 90%, 100%, seguida
de duas imersdes em alcool etilico 100%
(nessa concentragdo, conhecida por
superseca, ha o acréscimo de sulfato
de cobre ao alcool 100%). Em cada gra-
dacéao alcodlica o polen permanece du-
rante 5 minutos. Apds esse tempo, para
a transferéncia da amostra de pdélen de
uma solugao para a outra, o pdlen foi
precipitado por centrifugagdo a 14.000
RPM durante 1 minuto. Terminada a

centrifugacdo, e com o auxilio de uma
micropipeta, a solugéo foi retirada, per-
manecendo o pdlen precipitado no inte-
rior do microtubo, que recebeu a nova
solugcédo da série alcoolica, sendo esse
material ressuspendido na solugdo por
meio de agitacdo. Esse procedimento
foi realizado para a remocédo gradativa
da agua e sua substituigdo completa por
etanol puro.

Secagem

Material biolégico como o poélen pos-
sui estrutura rigida e com baixo teor de
umidade (Santos; Soares, 2009), o que
possibilita sua secagem por imersao em
cloroférmio puro sem apresentar distor-
¢bes notorias.

Apds a amostra de pdlen passar pela
ultima solugdo da série alcoolica, mais
uma vez o polen foi centrifugado (14.000
RPM durante 1 minuto) para retirada do
alcool, o que foi realizado com auxilio
de uma micropipeta. Em seguida, o
microtubo com a amostra de pdlen foi
levado para o interior de uma capela
de exaustdo, onde o podlen foi imerso
em cloroférmio puro, em duas etapas:
a primeira, com duragao de 5 minutos
de imersao, ao final da qual o pélen foi
centrifugado (14.000 RPM durante 1
minuto) para retirada do cloroférmio; e
a segunda, com adicado de cloroférmio
puro e o material mantido em estufa a
40 °C até a completa evaporacéo do clo-
roférmio. Apds estarem completamente
secas as amostras ja estdo em condigao



adequada para montagem nos suportes
de aluminio (stubs).

Montagem da
amostra

Nessa etapa, com o auxilio de uma
pingca, as amostras ja secas foram
colocadas delicadamente sobre fita
adesiva dupla face de carbono, fixadas
nos stubs, e deixadas no interior da ca-
pela de exaustdo para manté-las secas
(Figura 1).
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Figura 1. Montagem das amostras de pdlens
de palmeiras: (A) stubs com amostra de polen
ja depositada; (B) stubs sem a aplicagédo das
amostras.

Metalizacao

Materiais bioldgicos normalmente s&o
maus condutores de elétrons (Brundle
et al., 1992), e para que seja possivel
a observagao ao MEV ha necessidade

de interacdo do feixe eletrénico com a
amostra, que deve absorver e conduzir
os elétrons para o fio terra, por isso as
amostras passam pelo processo deno-
minado metalizagao, que as torna con-
dutoras elétricas (Dedavid et al., 2007).
Outro motivo para a metalizagdo das
amostras é que as camadas metalicas
depositadas podem melhorar o nivel
de emissdao de elétrons, melhorando
também a resolugdo da imagem dessas
amostras (Goldstein et al., 2018).

A metalizagdo das amostras de pdlen
foi realizada no equipamento conhecido
como metalizador (Figura 2), em uma ca-
mara com pressao em torno de 0,1 mbar,
com corrente de 50 mA aplicada por 16
minutos em temperatura de 24 °C, onde
o alvo metalico foi bombardeado pela de-
posicéo de liga metalica de ouro-paladio
(Figura 3) em atmosfera de argonio.

Figura 2. Equipamento metalizador marca
Bal-Tec, modelo SCD 050, utilizado para
deposigdo metalica de ouro-paladio sobre as
amostras de pélen.

Fotb: Alex Cysne
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(stubs
identificados com o nimero 1 e 7) apds saida
do equipamento metalizador.

Figura 3. Amostras de pdlen

Ao fim da etapa de metalizacado, os
stubs, contendo as amostras de polen,
foram retirados do metalizador e acondi-
cionados no interior da caAmara de amos-
tras do MEV para inicio das analises.

Analise das imagens

As imagens apresentadas nas
Figuras 4, 5, 6 e 7 sao provenientes de
amostras preparadas conforme descrito
neste protocolo e analisadas em micros-
copio eletrénico de varredura marca FEI
Company, modelo Quanta 250, sob 15
kV. Apos aplicacdo deste protocolo foi
possivel observar que as amostras de
polen de E. precatoria e de A. aculeatum
proporcionaram resultados satisfatérios
para visualizagéo do pdlen e sua carac-
terizacdo quanto a tamanho, forma e
diferenciagao de estruturas.

Figura 4. Pdlen e anteras de Euterpe
precatoria observados em microscopio
eletrénico de varredura.
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Figura 5. Grdo de polen individualizado
de Euterpe precatoria observado em
microscopio eletrénico de varredura.

Foto: Alex Cysne
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Figura 6. Grdo de podlen individualizado
de Astrocaryum aculeatum observado em
microscopio eletrénico de varredura.
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Figura 7. Vista dorsal do grdo de polen
individualizado de Astrocaryum aculeatum
observado em microscopio eletrbnico de
varredura.

Ariqueza de detalhes estruturais dos
graos de polen observada nas imagens
obtidas por MEV, utilizando amostras
de polen de E. precatoria e A. acule-
atum preparadas conforme descrito

neste protocolo, permite concluir que a
qualidade dessas imagens é adequada
para uso em estudos que empreguem
a morfologia polinica dessas espécies.
Pela qualidade das imagens verifica-se
que é possivel realizar medi¢oes das di-
mensdes dos graos de pdlen e observar
detalhes de sua estrutura, observagdes
geralmente utilizadas na palinologia
aplicada a estudos de filogenia, variabi-
lidade polinica entre populagdes, varia-
bilidade polinica intra e interespecifica,
entre outros.

Além da qualidade das imagens ob-
tidas com o presente protocolo, este se
diferencia dos procedimentos padroes
empregados no preparo de amostras uti-
lizadas em estudos morfolégicos sobre
a ultraestrutura do pdlen, que utilizam,
quase que exclusivamente, material
acetolisado. Portanto, este protocolo
elimina a fase de acetdlise, empregada
nos dois estudos sobre morfologia poli-
nica realizado em E. precatoria (Rangel-
Churio et al., 2001; Oliveira, 2011), além
disso apresenta pela primeira vez um
procedimento para preparo de amostras
de pdlen para analise por MEV para as
espécies A. aculeatum e E. precatoria. A
eliminagao da acetdlise, na preparagao
das amostras de graos de pdlen, torna o
procedimento mais simples e rapido, ao
mesmo tempo em que possibilita con-
servar adequadamente as caracteris-
ticas das amostras, o que é importante
para a qualidade das imagens geradas
pela MEV, que, como registrado, apre-
sentaram alta resolugdo da topografia
superficial do pdlen das espécies E.
precatoria e A. aculeatum.
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