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Resumo: A acet6lise € um processo quimico que foi criado por Erdtman (1960), com o intuito
de facilitar os estudos palinologicos através da limpeza minuciosa de grdos de poélen na estrutura
que contém o gameta masculino vegetal. Esse método de limpeza submete os graos de polen a
solucdes acidas para remocao da estrutura interna (intina), deixando apenas a parte externa
(exina) facilitando assim a observacdo das caracteristicas morfoldgicas estruturais. Auxiliando
na identificacdo e classificagdo taxonomica de espécies vegetais, ja que essas caracteristicas
permanecem geneticamente estaveis. O objetivo do trabalho foi analisar a estrutura morfologica
externa do grao de polen de Hibiscus rosa-sinensis L. ap6s a aplicagdo do tratamento com
acetolise, o que auxilia em estudos no tocante a botanica. A espécie escolhida para ser usada no
processo foi a Hibiscus rosa-sinensis L. do género Hibiscus pertencente a familia Malvaceae,
um arbusto lenhoso, com algumas caracteristicas, tais como, fibroso e ramificado, podendo
chegar até 5 m de altura, uma planta tipicamente tropical e simbolo do Havai, onde apresentou
ser uma espécie que se adequa ao processo apoOs ser submetida ao tratamento. Na presente
pesquisa foi utilizado o protocolo de acetdlise fornecido pela UFMA (Universidade Federal do
Maranhdo) de Sao Luis (2017) por apresentar um resultado satisfatorio em relagdo a tratamentos
similares de limpeza.

Palavras—chave: hibisco, Hibiscus rosa-sinensis L., acetdlise, graos de polen, Palinologia

1 INTRODUCAO

A palinologia ¢ a area de estudos que analisa e identifica a morfologia dos grdos de pélen
e esporos, com énfase na fisionomia estrutural e escultural da parede dessas estruturas. Uma
parte vegetativa microscopica, possui na constituigdo da parede a substancia orginica mais
resistente da natureza — a exina (SANTOS-SEREJO, 2010), podendo resistir a intempéries por
milhares a milhdes de anos, algo que desperta fascinio em pesquisadores e estudiosos. A exina &
resistente também a digestdo, tanto de animais quanto de microorganismos decompositores,
pode ainda manter sua forma mesmo com a exposicao a ataques de substancias acidas. Aliando
todas essas caracteristicas, varias vertentes de estudos sobre a exina comegaram a surgir para

facilitar o entendimento das estruturas vegetativas ao decorrer do tempo.

Em ambito cientifico, pode-se observar areas de estudos como a geopalinologia ou
paleopalinologia que estuda os grdos de polen nos horizontes do solo (camadas), a fim de
reconstituir antigas areas vegetativas. A melissopalinologia, busca compreender o habito
alimentar de abelhas para determinar a importancia de espécies vegetais para a producdo de mel,

0 que mantém as futuras geragdes de enxames apicolas assim como a copropalinologia que
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identifica o pdlen nos excrementos, com intencdo de explorar a alimentagdo de animais.
Conjuntamente, a palinotaxonomia auxilia na determinacao de niveis de parentesco entre grupos
de espécies, o que possibilita um estudo mais avancado em outras areas. Por isso, torna-se
visivel a grande utilidade do processo de remogéo e limpeza de partes do grao, o que propicia de
forma eficiente a visualizagcdo e o estudo de determinadas espécies vegetais. Logo o objetivo
desse trabalho foi analisar a reagcdo do grao do polen da espécie Hibiscus rosa-sinensis L.
quando submetido ao processo de acetdlise... determinando a funcionalidade e desempenho na
remocdo da intina, o que possibilita o estudo da identificacdo dessas estruturas vegetais

microscopicas.

2 REFERENCIAL TEORICO

O Hibisco (Hibiscus rosa-sinensis L.), origindrio do continente Asiatico apresenta
ocorréncia de 70 géneros e 750 espécies no Brasil (LORENZI, 2012) possuindo cerca de 5000
mil variedades e 300 espécies dentro do seu gé€nero (REIS, 2010), também pode ser separada
por razdes didaticas em dois grandes grupos, onde Lorenzi (2015) afirma que ndo existem

nomes especiais para designa-los.

E considerada uma planta ornamental (LORENZI, 2012), podendo também ser usada
como cercas vivas. Reis (2010) relata que seus aspectos paisagisticos indicam preferéncia por
climas quentes, onde requer uma frequéncia na exposicdo a raios solares. Assim, pode-se ver a

floracdo desse arbusto nos meses de julho a agosto dependendo da localizacdo geografica.

Possui algumas caracteristicas morfoldgicas similares a outras espécies, sendo algumas
dessas caracteristicas visiveis a olho nu (Figura 1), como sua flor que ¢é bissexuada
(hermafrodita) com estames numerosos, uma caracteristica da familia Malvaceae. Logo, a flor
exibe tanto a estrutura reprodutiva masculina quanto. Uma caracteristica bastante visivel a
microscopio Optico € a presenga de espinho no grdo de polen, constituida pela exina (REIS,
2010).

Figura 1 — Estruturas visiveis a olho nu de Hibiscus rosa-sinensis L.

Fonte: autor, 2018
Os gridos de polen sdo estruturas produzidas nas anteras (Figura 2) localizadas no

androceu (estrutura reprodutiva masculina) que auxilia no transporte do gameta até o estigma
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(estrutura reprodutiva feminina). A composi¢do do grao auxilia na protegdo contra a
desidratacdo e viabiliza a absor¢do de substancias como a sacarose, o que permite a germinagao

do tubo polinico (SANTOS-SEREJO ET AL, 2010).

Figura 2 — Detalhe da antera com graos de polen de Hibiscus rosa-sinensis L

Fonte: autor, 2018

O grao € composto por duas estruturas (Figura 3), sendo a intina (parte interna) formada
de celulose, ¢ a exina (parte externa) formada por esporopolenina, onde se subdivide em nexina
- camada mais densa, que dara origem a parte superficial, a sexina, responsavel pelas
carateristicas que permitem a identificagdo da espécie (GALVAO ET AL, 2009), alguns grios
apresentam peculiaridades como a do hibisco, que ¢ a presenga de espinhos feitos da sexina.
Outros graos também irdo possuir estruturas semelhantes (RAMALHO, 21-?) que auxiliam na
fixacdo do grdo tanto em agentes polinizadores (abelhas, morcegos e outros) quanto na adesdao
do estigma floral. J& a intina, ¢ menos estudada na palinologia, tendo em vista que se trata de
estudo voltado para estrutura, classificacio e dispersio dos grios de polen (GALVAO ET AL,

2009), mas por ser bem menos resistente, deve ser retirada com o uso de solugdes acidas.

Figura 3 — Estruturas bésicas do grao de pdlen

e

L intina

Fonte: RAMALHO, 21-?

Os grios possuem buracos, que favorecem no desenvolvimento do tubo polinico,
estrutura que ira levar o gameta do grdo até o ovario (REDE DE CATALOGOS POLINICOS
ONLINE, 2016). Essas aberturas variam quanto ao nimero, posi¢do, forma e estrutura o que

depende da espécie vegetal.



Jornada de Iniciagao 7 5
Gieifes ¢ Exieso CIENCIA PARA A REDUCAO DAS DESIGUALDADES

0%
SACE S

Instituto Federal do Tocantins

Sendo assim, possivel identificar no grdo de poélen do Hibisco Rosa-sinensis as aberturas
(poros) e caracteristica desses poros: quanto ao nimero de aberturas (Pantoporado), a forma do
grao (Esferoidal), ornamenta¢do da exina (Equinada), simetria do polen (Radial), &mbito do
polen (Circular), e polaridade do poélen, sendo esta apolar (REDE DE CATALOGOS
POLINICOS ONLINE, 2016).

3 METODOLOGIA/MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi desenvolvida no Instituto Federal de Educagdo, Ciéncia e Tecnologia
Campus Araguatins proximo ao povoado Santa Teresa — km 05, a cerca de 5 km de distancia de
Araguatins (IBGE, 2010). O municipio de Araguatins situada as margens do rio Araguaia

(05°39°04”’S e 48° 07°28”W) no estado do Tocantins, possuindo uma area de 2297,3 km?.

A localizacdo do Campus possui o clima adequado para o desenvolvimento da planta o
que possibilitou coletas durante os meses de novembro de 2017 a junho de 2018, totalizando
sete meses de coletas do material polinico. A espécie, por ser de facil identificagdo, ndo exigiu
uma chave dicotomica para determina-la, apresentando uma incrivel semelhanca a uma variagao
de espécies conhecida como Mimo-de-vénus. Sendo essa ultima, bastante difundida na regido
por também possuir caracteristicas morfologicas que permitem fazer da espécie uma planta

ornamental, sendo a pigmentacdo o diferencial entre ambas (TERRA DA GENTE, 2017).

A coleta dos graos foi feita em diferentes turnos (matutino, vespertino e noturno) no
decorrer dos meses, aonde a coleta foi antes e depois da antese floral. Em coletas feitas na parte
noturna, o material foi preservado em eppendorf contendo acido acético glacial puro. Em outras
coletas anteriores a acetdlise, o material botanico foi extraido ainda na flor para que no

laboratério fosse feita uma lavagem com acido acético glacial puro para retirada dos graos.

A analise foi feita no laboratorio de microscopia do Campus, onde foi usado o protocolo
de acetolise fornecido pela UFMA de Sdo Luis no Maranhdo. Para o processo foi preparado &
solucdo acetolitica, glicerina aquosa 50% e a gelatina glicerinada de Kaiser (BUCHERL, 1962)
para imersdo dos graos limpos onde posteriormente foi feito a montagem das laminas com esse

material inoculado.

Em sequéncia rigorosa, as etapas foram: a) retirada do material polifero e colocando-os
em tubos de ensaio com 5 ml de acido acético glacial puro; b) centrifugacdo a 2000 rpm por 5
minutos; ¢) descarte do sobrenadante; d) acréscimos de 5 ml da solugdo acetolitica (4,5 ml de
anidrido acético e 0,5 de acido sulfurrico); €) o tubo foi direcionado para banho-maria a 100°C
por 2 minutos onde foi mantido um bastdo de vidro dentro do tubo para que a solucao fosse feita

a homogeneizando a mistura; f) nova centrifugacdo por 5 minutos ¢ descarte do sobrenadante;
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g) adicdo de agua destilada e 2 a 3 gotas de alcool etilico no tubo de ensaio contendo os graos
de polen; h) centrifugacdo final por 5 minutos e descarte do sobrenadante; i) adi¢do de solugdo
aquosa de glicerina a 50% com pausa de 30 minutos a 24 horas para encaminhando entdo o
material para preparagdo das ldminas com intuito de serem permanentes e usadas como material
didatico.

Para a preparacdo das laminas foram feitos cubos de gelatina glicerinada com o tamanho
aproximado de um grao de arroz. Em seguida, os cubos de gelatina foram posicionados com o
grao de polen limpo em seu interior, manuseados com algas de platina feitas de agulha de
seringa, fixadas em palitos de churrasco. O material ja confeccionado sobre lamina, foi
contornado com parafina em formato circular e, sobre esse circulo, fixada a laminula para a

visualizagdo em microscépio optico.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Através dos resultados obtidos foi possivel realizar uma observagdo mais acurada dos
graos de polen com a identificagdo de estruturas da exina como os espinhos feitos da sexina que

caracteriza o grao da espécie e sua forma (Figura 4).

Figura 4 — Fotos do grdo de pdlen tiradas em microscopio antes € apos a Acetolise

aJdd /
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» Grao de polen sem o processo de limpeza com acetoélise; b) Detalhe geral do poélen de
Hibiscus rosa-sinensis L. apos o processo de limpeza com acetolise

Fonte: autor, 2018

Foi possivel determinar também que € necessaria uma coleta minuciosa com intuito de
evitar a contaminagdo por graos de outras espécies ou estruturas que prejudicam a visualizagdo

dos graos decorrente de polinizagdo bidtica ou abidtica.

Outro ponto importante estabelecido foi que a coleta deve ser feita antes da antese floral
com o botdo ainda fechado, porque evita-se contaminac¢do por agentes polinizadores como as

abelhas que levam outros graos de pdlen derivados de outras espécies.

5 CONSIDERACOES FINAIS
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Com o processo de acetolise, pode-se fazer uma analise minuciosa de estruturas que
proporcionam a identificacdo de espécies ja conhecidas e novas, como ja mencionado,
auxiliando no melhor entendimento da flora da regido. Tendo em vista ainda que, a diferenca do
grdo de polen antes da limpeza acetolitica e posterior a limpeza, apresentam uma diferenga
notoéria quando comparados, podendo destacar os detalhes estruturais do grdo de pdlen,
permitindo a identificagdo da espécie. Assim por possuirem estruturas geneticamente estaveis,
os graos s6 variam sua forma de acordo com a espécies fazendo da palinologia um estudo de
extrema importancia tanto em pesquisas quanto em botanica. Outra vertente seria o uso de
laminas permanentes como recurso didatico, proporcionando uma melhor compreensdo de

alunos e pesquisadores.

A confeccdo de laminas deixa claro que ¢ possivel realizar cole¢cdes que possam ser
disponibilizadas as escolas publicas da regido para estudo e visualizacdo, tornando assim as

aulas de Ciéncias Biologicas mais interessantes e didaticas.
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