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A importância alimentar e econômica 
das palmeiras amazônicas açaí-solteiro 
(Euterpe precatoria Mart.) e tucumã-
-do-amazonas (Astrocaryum aculeatum 
Meyer) despertou o interesse para ge-
ração de conhecimento científico que 
contribua para a conservação de popu-
lações naturais dessas espécies e para 
o desenvolvimento tecnológico de suas 
cadeias produtivas (Macedo et al., 2015; 
Brum, 2019). Essas palmeiras ainda es-
tão em níveis de semidomesticação ou 
incipientemente domesticadas e care-
cem de pesquisas que contribuam para 
aprofundamento do conhecimento cien-
tífico sobre elas, como estudos sobre a 
morfologia, incluindo a morfologia dos 
grãos de pólen, que tem sido aplicada 

em várias espécies de plantas para es-
tudos sobre variabilidade genética intra 
e interespecífica de populações naturais 
(Chaves, 2006), variabilidade entre es-
pécies de mesmo gênero com diferentes 
níveis de domesticação (Martins et al., 
2013), efeitos de modificações no am-
biente sobre as plantas (Barth, 2003), ta-
xonomia (Lima; 2010; Buril et al., 2015), 
sistemática (Uczak, 2018), entre outros.

Para a espécie A. aculeatum não 
existem estudos sobre a morfologia da 
ultraestrutura dos grãos de pólen, já 
para E. precatoria, dois estudos foram 
realizados, ambos utilizando amostras 
preparadas segundo o método ace-
tolítico (Erdtman, 1960) e analisadas 
com microscópios ópticos. No caso de 
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é o caso de materiais de Musaceae, 
Cannaceae, Lauraceae, Maranthaceae 
e Zingiberaceae (Gasparino; Cruz-
Barros, 2006), para as quais é reco-
mendada uma mistura acetolítica mais 
fraca, obtida com a diminuição de ani-
drido acético e acréscimo de ácido lác-
tico na solução (Raynal; Raynal, 1971). 
Métodos alternativos à acetólise, que 
permitem preservar substâncias não 
esporopoleininas da parede do grão de 
pólen e que proporcionam boa qualida-
de de imagem, foram propostos, como 
ebulição em ácido clorídrico concentra-
do, seguida da lavagem com hidróxido 
de potássio (Hesse; Waha, 1989). Além 
das restrições de aplicação do método 
baseado na acetólise, sua eliminação 
no preparo de amostras para análises 
microscópicas da ultraestrutura de 
grãos de pólen representa simplificação 
de procedimentos e redução de tempo 
de análise, dessa forma são de interes-
se para as espécies A. aculeatum e E. 
precatoria.

Alternativamente ao uso de micros-
cópio óptico, quando se tem interesse 
em estudos mais detalhados da morfo-
logia, recorre-se ao uso de MEV (Silva, 
2014). A análise da estrutura polínica 
com o uso da MEV tem sido utilizada 
com sucesso para estudo dos grãos 
de pólen em palmeiras como babaçu 
(Chaves, 2006), butiá (Mourelle et al., 
2016) e espécies do gênero Phoenix 
(Tisserat; Demason, 1982). A MEV, seja 
em pólens frescos ou após hidrólise 
ácida, tem como principais vantagens 
a geração de resultados de forma rá-
pida e relativamente simples, com alta 

Rangel-Churio et al. (2001), utilizando 
amostras de grãos de pólen de plantas 
de E. precatoria da Amazônia colom-
biana; e de Oliveira (2011), amostras 
de pólen de E. precatoria da Amazônia 
Brasileira. Conforme exposto, não exis-
te protocolo validado para análise de 
pólen das espécies A. aculeatum e E. 
precatoria por microscopia eletrônica de 
varredura (MEV) e que não utilizem ace-
tólise no procedimento de preparo das 
amostras para análises microscópicas.

Devido às relevantes contribuições 
que estudos palinológicos podem pro-
porcionar para a conservação e o de-
senvolvimento tecnológico das cadeias 
produtivas das espécies E. precatoria 
e A. aculeatum, é de interesse que 
protocolos eficientes e rápidos estejam 
disponíveis para uso de ferramentas 
modernas nesses estudos, como a MEV.

Em palinologia, tradicionalmente, 
estudos morfológicos da ultraestrutura 
do grão de pólen são realizados utilizan-
do microscópio óptico (Correia, 2016) 
e amostras submetidas à acetólise 
(Erdtman, 1960), técnica que emprega 
hidrólise ácida (mistura de anidrido acé-
tico e ácido sulfúrico) para supressão 
do conteúdo celular e para facilitar a 
observação da parede externa do pó-
len. Como a acetólise destrói todas as 
substâncias não esporopoleininas, esse 
método não é adequado para preparar 
amostras para estudos que necessitam 
de todos os componentes da parede do 
grão de pólen. Além da questão ante-
rior, o pólen de algumas espécies não 
suporta a acetólise tradicional, como 
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precisão e definição no detalhamento de 
estruturas quando comparada a outros 
métodos (May-de-Mio et al., 2006).

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

Este documento descreve um pro-
tocolo validado para preparação rápida 
de amostras de pólen das espécies E. 
precatoria e A. aculeatum, sem uso do 
método acetolítico, e análise dessas 
amostras por MEV, com captura de 
imagens de boa qualidade para análises 
morfológicas descritivas dos grãos de 
pólen.

Coleta das amostras
As amostras de A. aculeatum foram 

coletadas em planta de ocorrência es-
pontânea 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 Amazônia 
Ocidental, Manaus, AM. Ráquilas com 
flores masculinas em antese e botões 
florais em pré-antese foram coletadas 
em inflorescências recém-abertas, no 

início da manhã, acondicionadas em 
sacos de polietileno e levadas imedia-
tamente para o laboratório. No labora-
tório, o material coletado foi colocado 
em bandejas de alumínio e submetido 
à secagem em estufa durante 24 horas 
a 37 °C. Após o tempo de secagem, as 
flores e os botões florais foram retirados 
das ráquilas ou coletados do fundo da 
bandeja e colocados em sacos de papel, 
sobre o qual, com um rolo de madeira, 
foi realizada leve compressão para libe-
ração dos grãos de pólen dos botões que 
ainda estavam fechados. O material foi 
em seguida peneirado (malha de 0,380 
μm) para separação das impurezas; e a 
amostra de grãos de pólen, coletada e 
acondicionada em tubos eppendorf, que 
foram armazenados em freezer (-5 ºC). 

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

Fixação das amostras
A fixação é o processo responsável 

pela imobilização da maioria das bioma-
cromoléculas estruturais que compõem 
o pólen (principalmente proteínas), o 
que proporciona às células e aos tecidos 
uma aparência mais próxima possível do 
estado in vivo (Santos; Soares, 2009).
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Neste protocolo, a fixação da amos-
tra de aproximadamente 50 mg do pólen 
foi realizada pela imersão em 20 mL de 
uma solução com glutaraldeído a 2,5% e 
paraformaldeído a 4,0% em tampão de 
fosfato de potássio (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 pólen foi preci-
pitado por centrifugação a 14.000 RPM 
durante 1 minuto e, com uma micropi-
peta, a solução de fixação foi retirada, 
permanecendo o pólen precipitado no 
interior do microtubo. 

Desidratação
A desidratação da amostra é im-

prescindível, uma vez que a coluna do 
microscópio funciona em alto vácuo, e 
a volatilização da água pode danificar a 
estrutura do material biológico e conta-
minar a coluna (Santos; Soares, 2009).

Após o procedimento de fixação, o 
pólen foi submetido ao processo de de-
sidratação por imersão, em aproximada-
mente 1 mL, na seguinte série crescente 
com diferentes concentrações de álcool 
etílico: 50%, 70%, 90%, 100%, seguida 
de duas imersões em álcool etílico 100% 
(nessa concentração, conhecida por 
superseca, há o acréscimo de sulfato 
de cobre ao álcool 100%). Em cada gra-
dação alcoólica o pólen permanece du-
rante 5 minutos. Após esse tempo, para 
a transferência da amostra de pólen de 
uma solução para a outra, o pólen foi 
precipitado por centrifugação a 14.000 
RPM durante 1 minuto. Terminada a 

centrifugação, e com o auxílio de uma 
micropipeta, a solução foi retirada, per-
manecendo o pólen precipitado no inte-
rior do microtubo, que recebeu a nova 
solução da série alcóolica, sendo esse 
material ressuspendido na solução por 
meio de agitação. Esse procedimento 
foi realizado para a remoção gradativa 
da água e sua substituição completa por 
etanol puro.

Secagem
Material biológico como o pólen pos-

sui estrutura rígida e com baixo teor de 
umidade (Santos; Soares, 2009), o que 
possibilita sua secagem por imersão em 
clorofórmio puro sem apresentar distor-
ções notórias.

Após a amostra de pólen passar pela 
última solução da série alcóolica, mais 
uma vez o pólen foi centrifugado (14.000 
RPM durante 1 minuto) para retirada do 
álcool, o que foi realizado com auxílio 
de uma micropipeta. Em seguida, o 
microtubo com a amostra de pólen foi 
levado para o interior de uma capela 
de exaustão, onde o pólen foi imerso 
em clorofórmio puro, em duas etapas: 
a primeira, com duração de 5 minutos 
de imersão, ao final da qual o pólen foi 
centrifugado (14.000 RPM durante 1 
minuto) para retirada do clorofórmio; e 
a segunda, com adição de clorofórmio 
puro e o material mantido em estufa a 
40 ºC até a completa evaporação do clo-
rofórmio. Após estarem completamente 
secas as amostras já estão em condição 
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adequada para montagem nos suportes 
de alumínio (stubs).

Montagem da 
amostra

Nessa etapa, com o auxílio de uma 
pinça, as amostras já secas foram 
colocadas delicadamente sobre fita 
adesiva dupla face de carbono, fixadas 
nos stubs, e deixadas no interior da ca-
pela de exaustão para mantê-las secas 
(Figura 1).

Metalização
Materiais biológicos normalmente são 

maus condutores de elétrons (Brundle 
et al., 1992), e para que seja possível 
a observação ao MEV há necessidade 

Figura 1. Montagem das amostras de pólens 
de palmeiras: (A) stubs com amostra de pólen 
já depositada; (B) stubs sem a aplicação das 
amostras.

Figura 2. Equipamento metalizador marca 
Bal-Tec, modelo SCD 050, utilizado para 
deposição metálica de ouro-paládio sobre as 
amostras de pólen.
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de interação do feixe eletrônico com a 
amostra, que deve absorver e conduzir 
os elétrons para o fio terra, por isso as 
amostras passam pelo processo deno-
minado metalização, que as torna con-
dutoras elétricas (Dedavid et al., 2007). 
Outro motivo para a metalização das 
amostras é que as camadas metálicas 
depositadas podem melhorar o nível 
de emissão de elétrons, melhorando 
também a resolução da imagem dessas 
amostras (Goldstein et al., 2018). 

A metalização das amostras de pólen 
foi realizada no equipamento conhecido 
como metalizador (Figura 2), em uma câ-
mara com pressão em torno de 0,1 mbar, 
com corrente de 50 mA aplicada por 16 
minutos em temperatura de 24 °C, onde 
o alvo metálico foi bombardeado pela de-
posição de liga metálica de ouro-paládio 
(Figura 3) em atmosfera de argônio.



Ao fim da etapa de metalização, os 
stubs, contendo as amostras de pólen, 
foram retirados do metalizador e acondi-
cionados no interior da câmara de amos-
tras do MEV para início das análises.

Análise das imagens
As imagens apresentadas nas 

Figuras 4, 5, 6 e 7 são provenientes de 
amostras preparadas conforme descrito 
neste protocolo e analisadas em micros-
cópio eletrônico de varredura marca FEI 
Company, modelo Quanta 250, sob 15 
kV. Após aplicação deste protocolo foi 
possível observar que as amostras de 
pólen de E. precatoria e de A. aculeatum 
proporcionaram resultados satisfatórios 
para visualização do pólen e sua carac-
terização quanto a tamanho, forma e 
diferenciação de estruturas.

Figura 3. Amostras de pólen (stubs 
identificados com o número 1 e 7) após saída 
do equipamento metalizador. Figura 4. Pólen e anteras de Euterpe 

precatoria observados em microscópio 
eletrônico de varredura. 

Figura 5. Grão de pólen individualizado 
de Euterpe precatoria observado em 
microscópio eletrônico de varredura.
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neste protocolo, permite concluir que a 
qualidade dessas imagens é adequada 
para uso em estudos que empreguem 
a morfologia polínica dessas espécies. 
Pela qualidade das imagens verifica-se 
que é possível realizar medições das di-
mensões dos grãos de pólen e observar 
detalhes de sua estrutura, observações 
geralmente utilizadas na palinologia 
aplicada a estudos de filogenia, variabi-
lidade polínica entre populações, varia-
bilidade polínica intra e interespecífica, 
entre outros. 

Além da qualidade das imagens ob-
tidas com o presente protocolo, este se 
diferencia dos procedimentos padrões 
empregados no preparo de amostras uti-
lizadas em estudos morfológicos sobre 
a ultraestrutura do pólen, que utilizam, 
quase que exclusivamente, material 
acetolisado. Portanto, este protocolo 
elimina a fase de acetólise, empregada 
nos dois estudos sobre morfologia polí-
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 pólen para análise por MEV para as 
espécies A. aculeatum e E. precatoria. A 
eliminação da acetólise, na preparação 
das amostras de grãos de pólen, torna o 
procedimento mais simples e rápido, ao 
mesmo tempo em que possibilita con-
servar adequadamente as caracterís-
ticas das amostras, o que é importante 
para a qualidade das imagens geradas 
pela MEV, que, como registrado, apre-
sentaram alta resolução da topografia 
superficial do pólen das espécies E. 
precatoria e A. aculeatum.

Figura 6. Grão de pólen individualizado 
de Astrocaryum aculeatum observado em 
microscópio eletrônico de varredura. 

Figura 7. Vista dorsal do grão de pólen 
individualizado de Astrocaryum aculeatum 
observado em microscópio eletrônico de 
varredura.
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A riqueza de detalhes estruturais dos 
grãos de pólen observada nas imagens 
obtidas por MEV, utilizando amostras 
de pólen de E. precatoria e A. acule-
atum preparadas conforme descrito 
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