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Resumo

A membrana externa do grao de podlen (Exina) é constituida de uma substincia
peculiar, onde suas propriedades sdo bem distintas de todas as outras membranas das
células vegetais. Os tratamentos polinicos t€ém a fun¢do de promover limpeza dos graos de
poélen para a melhor visualizacdo de sua morfologia, ornamentacdo e detalhes de sua
estrutura. O presente estudo busca comparar a eficacia de trés tratamentos polinicos: um
quimico convencional (Acetdlise), outro quimico alternativo (Hidroxido de so6dio) e um
ndo quimico convencional (Wodehouse), em graos de polen de espécies de Angiospermas
com graos de polen frageis. Os polens das cinco espécies estudadas foram submetidos aos
tratamentos referidos e em seguida laminas foram confeccionadas para a andlise da
morfologia, morfometria e estatistica comparativa do palinomorfo. Cada espécie
apresentou comportamento distinto para cada método, onde em trés espécies o tratamento
com o Hidroxido de Sédio foi mais eficaz, sendo nas outras duas, o Acetolitico o mais
efetivo. Assim, a manutengdo da forma original do grio de poélen nio s6 depende do
tratamento aplicado, mas também da resisténcia especifica da exina de cada espécie

estudada.

Palavras-chave: Tratamentos polinicos, palinologia, pdlen fragil.
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1. INTRODUCAO

As angiospermas representam o filo Antofitas, o qual inclui 257 mil espécies atuais,
sendo assim, ¢ de longe, o maior filo de organismos fotossintetizantes, sendo extremamente
diversas nas suas caracteristicas vegetativas e florais. Em termos de sua histdria evolutiva, as
angiospermas sdo um grupo de plantas com sementes com caracteristicas especiais: flores,
frutos e um ciclo de vida distinto, que as tornam diferentes de todas as outras plantas [21].

As angiospermas compartilham tantas caracteristicas unicas que ¢ evidente que sdo
monofiléticas (derivadas de um unico ancestral comum). Elas compreendem inumeras linhas
evolutivas, algumas com apenas poucos membros, ¢ duas muito grandes, as classes
Monocotyledonae (monocotiledoneas), com pelo menos 65.000 espécies e as
Eudicotyledonae (eudicotiledoneas), com pelo menos 190.000 espécies [21].

As monocotiledoneas constituem a segunda maior linhagem das mesangiospermas
(grupo incluindo plantas com flores, exceto as angiospermas basais e grado ANA) [5] que
ret€ém algumas das caracteristicas basais das angiospermas como pdlen monoaperturado e
trimeria das flores (partes florais em numero de trés) [21].

A flor € um sistema caulinar determinado, ou seja, um ramo que cresce por um tempo
limitado, com esporoéfilos, os quais sdo folhas que portam esporangio. Os estames, partes da
flor que portam o polen, sdo coletivamente denominados androceu (“casa do homem™) — sdo
microsporofilos. Em geral, nas angiospermas, o estame consiste em um pedinculo delgado
ou filete, em cuja extremidade se apresenta uma antera bilobada, contendo quatro
microsporangios ou sacos polinicos em dois pares, uma caracteristica que pode ser usada
para definir as angiospermas [21].

Desde a antiguidade o grao de polen ja era conhecido e utilizado como fonte de
alimento [27]. Conforme a melhoria no desenvolvimento da microscopia [23], naturalistas do
século XVII se interessaram pelos graos. Um dos primeiros a estuda-los foi Francis Bauer
(1758- 1840), catalogando 181 espécies de plantas [27]. A medida que progredia o
aperfeicoamento da Optica, foi possivel se empregar as primeiras generalizagdes [22]. O
anatomista Fritzsche (1837) [17] nomeou as duas camadas da parede do grio de pdlen,
exina, a mais externa, e intina, a mais [38, 19].

A palavra palinologia foi criada por Hyde e Williams para designar o estudo
morfoloégico do polen e dos esporos, com como de sua dispersdo e aplicagdes [21], mas o
conceito hoje adotado por essa ciéncia foi criado por Erdtman (1952) [13] que a define como
a ciéncia do polen e do esporo, principalmente das paredes dessas células e ndo do seu
interior vivo.

A membrana externa do grdo de polen (Exina) é constituida de uma substancia peculiar,
onde suas propriedades sdo bem distintas de todas as outras membranas das células vegetais.
Esta membrana ¢ extremamente resistente a acidos, dificilmente saponificavel e elastica. Sua
extraordinaria resisténcia a degradag@o e irregular insolubilidade tem dificultado seu estudo
quimico, mas Zetzsche' (1932) estabeleceram que a exina era provavelmente de natureza
politerpénica, de forma bruta CooH440x [23]. Este material foi denominado “esporopolenina”
por constituir a exina dos polens (Angiospermas e Gimnospermas) e esporos (Pteridofitas)
(Wetzel’, 1938) [23]. A proporgdo O/H da esporopolenina pode variar entre as espécies, o
que parece indicar que ndo se trata de uma substancia Unica, mas sim de um grupo de
substancias afins.

! Zetzsche F. Die Sporopollenine. p 205-215. Handbuch der Pflanzenanalyse, II, Springer Verlag, Viena, 1932 apud [22].

2 Wetzel K. Chemie und Stoffwechsel. Manual oh Pteridology: 347-381, 1938. apud [22].



A intina do grdo ¢ de natureza complexa, mas sua composicdo e formacdo sdo
semelhantes as das membranas primarias das células somaticas (Zitzsche®, 1932) [23].

No século XX iniciou-se uma nova fase nos estudos da morfologia polinica. Até entdo
o polen era usado somente como um caracter acessorio na sistematica, mas a descoberta da
aplicagdo de seu estudo na paleontologia, medicina, arqueologia e na prospeccao do petroleo
incentivou o conhecimento mais preciso e a criagdo de métodos melhores para preparagao e
tratamento do grao [23].

Os tratamentos polinicos t€m a funcdo de promover a limpeza dos grios para a melhor
visualiza¢do de sua morfologia, ornamentag@o e detalhes de sua estrutura. Assim o presente
trabalho pretende comparar a eficdcia de trés diferentes tipos de tratamento polinicos
(Wodehouse, Acetolitico e Hidroxido de sodio) para graos de algumas espécies de
monocotiledoneas, que de maneira geral, segundo a literatura possuem polens mais frageis e
poderiam ser beneficiadas da utilizacdo de tratamentos polinicos alternativos.

Os métodos possuem caracteristicas muito distintas, o método de Wodehouse ndo usa
nenhuma substincia agressiva, deixando assim o grio praticamente “in natura” nao
prejudicando consideravelmente sua forma natural, porém o deixa com o contetido interno o
que dificulta sua analise morfologica. O método acetolitico [13] usa substancias muito acidas
como acido sulfurico e anidrido acético, isso limpa todo o conteudo interno do pdlen e
conserva apenas a exina para a analise morfologica, mas para alguns grupos como
monocotiledoneas que possuem graos frageis, este tratamento pode ser muito agressivo,
podendo deformar e até mesmo romper os palinomorfos. Ja o método do Hidréxido de sodio
(Tratamento alternativo) [36], que foi pouco descrito na literatura, usa uma mistura branda
de NaOH que busca limpar os graos frageis sem deformagao para posterior analise.

No presente estudo foram analisadas espécies trés familias, sendo elas: Acanthaceae,
Commelinaceae e Musaceae
De acordo com Selling* (1947) e Erdtman (1952) [13] as Acanthaceae possuem grios
de polen muito variados [23]. O género Justicia L. pertence a tribo Justicieae, uma das
maiores tribos dentro de Acanthaceae. Andlises filogenéticas corroboram o monofiletismo da
tribo (McDade & Moody, 1999) [9], que tem como principal sinapomorfia o grao de polen
tricolporado hexapseudocolpado. Esta possui quatro tipos polinicos sensu Lindau® (1895)
[9]: graos de pdlen 3-colporados e 6-colpados (Spangenpollen); 3-colporados e
6-sincolpados (Rhamenpollen); 2-3-colporados e 4-6-sincolpados com até quatro fileiras de
aréolas margeando os colporos (Knotchenpollen) e graos de polen lenticulares ou elipsoidais,
2-porados com um cinturdo de espinhos na borda das aberturas (Giirtelpollen) [9]. Scotland
& Vollensen (2000) [28], com base em uma seleg@o dos caracteres homélogos estabeleceram
uma nova classificagdo para a familia Acanthaceae. Incluiram os géneros Geissomeria e
Aphelandra R. na subfamilia Acanthoideae e na tribo Acantheae (auséncia de cistolitos,
quatro estames com anteras monotecas e graos de pélen colpados).

A familia Commelinaceae ndo apresenta muitas variacdes em seus palinomorfos, sdo
estenopalinologicas [13]. Segundo Faden & Hunt (1991) [4] as Commelinaceae sio
divididas em duas tribos (Cartonematoideae ¢ Commelinoideae), sendo Commelinoideae
dividas ainda em duas subtribos, onde o grdo de pdélen se comporta como um diferencial
entre elas, com isso Tradescantieae possui graos com exina ndo espinulosa e Commelineae
pélens com exina espinulosa. O género Dichorisandra citado acima pertence a tribo

3 Zetzsche F. Die Sporopollenine. p 205-215. Handbuch der Pflanzenanalyse, I, Springer Verlag, Viena, 1932 apud [22].

* Selling OH. Studies in Hawaiian pollen statistics, part II. The pollens of the Hawaiian Phanerogams, 430 p. Bishop Museum,
Havaii, 1947 apud [22].

’ Lindau G. Acanthaceae. In: A.H.G. Engler & K.A.E. Prantl (eds.). Die natiirlichen Pflanzenfamilien. Engelmann, Leipizig,
v.4(3b), pp. 274-354, 1895 apud [9]
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Tradescantieae; ja o género Commelina, também falado, pertence a tribo Commelineae [3].
O trabalho de Markgraf e D’ Antoni® (1978) [38] encontrou dados em Commelina sp. que se
enquadram nas descri¢des de Erdtman (1952) [13].

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo comparar a eficacia dos
tratamentos polinicos quimicos (Acetolise ¢ Hidréxido de sddio) comparados ao método de
Wodehouse, em graos de polen de algumas espécies de monocotiledoneas. Verificando
estatisticamente as alteragdes causadas por cada um deles no tamanho dos graos.

2. MATERIAL E METODOS

O material botanico utilizado foi coletado na mata de dois parques municipais, sendo
o Cyro Armando Catta Preta (20°43°40”S, 47°53°56”W), localizado no municipio de
Orlandia-SP e no Parque municipal do Goiabal (19°00°15’S, 49°27°13”W), localizado em
Ituiutaba-MG. As coletas foram realizadas com auxilio de tesoura de poda, saco plastico e
fita crepe (identificagdo do nimero de coleta) e caderno de coleta (anotagdes sobre o campo).

Das plantas coletadas foram retiradas as anteras férteis para se aplicar os métodos de
tratamento e analise dos Graos de pélen que serdo descritos a seguir. As flores e folhas foram
secas, tombadas e armazenadas em exsicatas no freezer do laboratério de botanica para
arquivo didatico.

Existem varios métodos para a preparagao de polen para exame ao microscopio. Para o
estudo palinologico é necessario apenas a exina (membrana externa) que ¢ uma membrana
elastica que pode ser modificada conforme o grau de hidratacdo a que o pdlen estd sujeito.
Deste modo, o estudo palinologico ndo pode ser baseado em grios frescos montados em
agua [23].

Assim foram utilizados trés métodos distintos de tratamento conforme ja citado,
sendo eles:

3.1 - Método de Wodehouse: consiste na maceragdo das anteras férteis com alcool 70%
para retirada das impurezas, com a ajuda de um estilete, se pega uma pequena por¢ao de
gelatina glicerinada e a esfrega no macerado de anteras, apds isso a por¢ao € colocada em
laminas para aquecimento, que posteriormente s3o lutadas com parafina, analisadas e
armazenadas na palinoteca do Laboratdrio de Botanica [39].

3.2 - Método de acetolise: que foi criado por Erdtman (1952) [13] e consiste em reagir a
esporopolenina (substincia que compde a membrana externa do grdo) com anidrido acético
em meio acido. Com este processo a exina (membrana externa) fica transparente e a intina e
o conteudo celular do grao sdo destruidos; deste modo a exina, por suas caracteristicas
morfologicas, pode ser entdo estudadas em todos os detalhes para a possivel identificagdo do
grao [23].

Meétodo segundo Erdtman (1952) [13]:

Retire as tecas e estames. Coloque em tubos de vidro com 1 ml de ac. Acético. Deixe no
minimo por um dia.

Passe para tubos de centrifuga, sendo uma espécie em cada tubo, centrifugue com 1000 rpm
(rotagdes por minutos) durante 5 minutos.

Decante o sobrenadante.

Prepare o mistura de acetolise: 9 partes de anidrido acético e uma parte de ac. Sulftrico.
Coloque o volume de anidrido e va acrescentando o ac. Sulfirico em pequenas gotas e
agitando com o bastdo de vidro.

6
Markgraf V, D’Antoni HL. Pollen flora of Argentina. Tucson: The University of Arizona Press, 1978. 208 p. apud [35]
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Distribua 5 ml da mistura acetolitica em cada tubo com sedimento. Triture cada material
utilizando o bastdo de vidro.

Leve os tubos ao banho-maria. Ferva durante 2 minutos.

Leve a centrifuga e centrifugue por 5 minutos com rotagdo de 1000 rpm.

Tire o sobrenadante e o descarte adequadamente.

Acrescente dgua destilada (10 ml) e adicione 1 a 2 gotas de alcool etilico e agite o tubo;

. Centrifugue e decante (1000 RPM por 5 minutos)

. Acrescente agua com glicerina em partes iguais. Deixe ficar ao menos 30 minutos.
. Centrifugue e ao decantar conserve o tubo de cabega para baixo.

. Comece a montagem das laminas.

3.3 - Método do hidréxido de sédio (NaOH): consiste em colocar as anteras maduras em
um tubo de centrifugacdo e banha-las com uma solu¢do de NaOH (Hidroxido de sodio) a
10% durante 15 minutos e, em seguida, centrifuga-las por 5 minutos a 1000 rpm. Apds o
banho, os tubos sdo emborcados e laminas permanentes montadas [36].

A montagem de laminas seguiu o modo descrito pelo laboratério de abelhas da USP
(Universidade de Sao Paulo) que se desenvolve nos seguintes passos:
Retirar uma pequena porgdo de gelatina glicerinada;
Tocar o material depositado de modo que algum material fique preso na gelatina;
Colocar o conjunto em uma lamina de microscopio (trés ldminas para cada material)
Aquecer a lamina para a fusdo da gelatina;
Colocar a laminula delicadamente sobre o material;
Lutagem;

Para analisar a viabilidade dos graos de polen foi realizada a identificacdo e
classificacdo dos mesmos, quando possivel, de acordo com a sua unidade polinica, tamanho,
simetria, polaridade, ambito, forma, aberturas e ornamentagdo. Para cada espécie foram
realizadas medidas, aleatoriamente, do didmetro polar (DP) e diametro equatorial (DE) para
graos que se demonstraram polares; ¢ didmetro 1 (D1) e didmetro 2 (D2), sendo esses
perpendiculares, para graos apolares. Foram mensurados no minimo 10 graos de pdlen para
cada espécie de cada tratamento, calculando-se a média aritmética (X), desvio padrdo da
média (sy) e o intervalo de confianga (IC), para a determinacdo do formato dos graos seguiu
a tabela de classes de polen quanto a forma proposta por Salgado-Labouriau, que usa a razao
diametro polar (DP) sobre diametro equatorial (DE) para a classificagao dos palinomorfos.

Com as medidas obtidas para cada tratamento, realizamos uma comparagdo estatistica
por graficos de dispersdo com duas varidveis quantitativas e diagramas de caixa (box-plot)
para o teste de Kruskal-Wallis. A intengdo foi analisar metricamente as deformagdes que
cada tratamento causa ao grdo, tendo como padrdo o polen submetido ao método de
Wodehouse, ja que este ndo é exposto a nenhuma substincia quimica corrosiva,
permanecendo proximo do tamanho “in-natura” do palinomorfo.

Houve ainda, captura de fotomicrografias de todas as espécies, para cada tratamento,
para analise detalhada de toda a estrutura do grao e também para fins comparativos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As espécies de monocotiledoneas analisadas neste trabalho apresentaram variadas formas
e tamanhos de graos, inclusive para a mesma espécie entre os diferentes tratamentos, assim
foi possivel observar qual método foi mais eficaz e com menor risco de deformacdo ao
polen. As analises morfométricas comparativas foram compostas de cinco espécies de trés
familias, sendo elas Aphelandra longiflora e Justicia nodicaulis da familia Acanthaceae;
Commelina erecta e Dichorisandra Thyrsiflora da familia Commelinaceae ¢ Musa ornata da
familia Musaceae.

Abaixo sera apresentada a morfologia, morfometria, fotomicrografias e comparagéo
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estatistica para cada espécie de modo detalhado.

3.1 Aphelandra longiflora (Lindl.) Profice (Acanthaceae)

Localidade: Brasil, Estado de Minas Gerais, municipio de Ituiutaba, Parque
Municipal do Goiabal. Habitat: Cerraddo. Observacdes: Espécie considerada terrestre,
arbustiva ou herbacea. Atinge entre 0,35 - 1,5 m de altura. Apresenta floragdo mais intensa
no Outono ¢ inicio do inverno (de abril a junho) [28]. Coletor: Amaral, J.V.M, 2018.

3.1.1. Morfologia polinica:

Graos de polen em moénades, grande, simetria radial, polar, forma perprolato,
monocolpado, exina rugulada.

De acordo com o trabalho de revisdo taxonomica de Aphelandra R. de Profice e
Andreata (2011) [28], os graos de polen das espécies analisadas em seu estudo sdo
isopolares, perprolatos, 3-colpados, colpos longos chegam a atingir os polos, estreitos com a
membrana ¢ a margem ornamentada. Para 4. longiflora a exina é rugulada, geralmente, no
mesocolpo com rugulas conspicuas.

3.1.2 Morfometria:

Tabela 1 — Dados morfométricos para os trés tratamentos polinicos: DP: didmetro polar; DE: diametro
equatorial; DP/DE: divisdo das médias para determinar o formato do grdo; FV: faixa de variacdo; IC:

intervalo de confianga (95%); X : Média. Medidas em micrémetro.

Tratamento

Wodehouse

Hidréxido

Acetolise

Aphelandra longiflora
Diametro Polar Didmetro Equatorial
FV X IC FV X IC DP/DE
66,0 - 75,0 70,0 69,0 -71,0 27,0 - 30,0 28,0 27,5-28,4 2,33
69,0 - 78,0 73,4 72,6 - 74,3 30,0 - 34,5 31,8 31,2-324 2,31
90,0 - 105,0 97,5 95,5-99,4 41,1 - 54,0 46,5 45,3 - 47,8 2,09

Formato
Perprolato
Perprolato

Perprolato

12



3.1.3 Fotomicrografias:

Figura 1. A - Fotografia de Aphelandra longiflora. Fotomicrografias dos graos de polen das espécies

estudadas. B-D. Aphelandra longiflora. B- Vista equatorial, corte optico, Tratamento de Wodehouse.

C- Vista equatorial, cote optico, Tratamento acetolitico. D- Vista equatorial, corte optico, Tratamento
de Hidroxido de sodio. Barra de escala: a = 10 cm. b-d = 10 um.

13



3.14 Estatistica comparativa:

Aphelandra longiflora
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Figura 2: Grdfico de dispersdo com duas varidaveis quantitativas

Analisando o grafico de dispersdo (Figura 2), observamos que o método
acetolitico foi o que mais alterou o tamanho do grao nas duas variaveis, podemos também
ver que foi uma dispersdo esparsa com baixo nivel de correlagdo. J4 para método do
hidroxido a dispersdo foi muito mais correlativa e com linearidade positiva, sem muita
alteracdo na dimens@o do polen, assim se aproximando bastante do método adotado como
padrdo (Wodehouse).

Na figura 3, podemos detalhar a simetria das medidas para o didmetro polar dos
tratamentos de Wodehouse ¢ NaOH, com suas respectivas caixas bem pareadas em uma
pequena faixa de variagdo. J4 para o didmetro equatorial (Figura 4) ndo houve simetria entre
nenhum método, mas ainda assim o tratamento de hidroxido de so6dio é o que mais se
aproxima do método de Wodehouse comparado com o acetolitico.

14
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Figura 3: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis
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Figura 4: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis

Verificando toda a analise dos graficos, podemos alegar que o melhor método
quimico para se tratar o grao de polen de Aphelandra longiflora, ¢ o método do hidroxido de
sodio, ja que este ndo causou grandes modificagdes na conjuntura do palinomorfo.
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Tabela 2 — Dados morfométricos para os trés tratamentos polinicos: DP: diametro polar; DE: didmetro
equatorial; DP/DE: divisdo das médias para determinar o formato do grdo; FV: faixa de variacdo; IC:

3.2 Commelina erecta L. (Commelinaceae)

Localidade: Brasil, Estado de Sdo Paulo, municipio de Orlandia, Parque Municipal
Cyro Armando Catta Preta. Habitat: Cerraddo. Observagdes: Erva erecta com cerca de 25
cm de altura, semi-ciofila, folhas membranaceas discolores verdes, inflorescéncia erecta,
bracteas verdes e calice azul. Coletor: Amaral, J.V.M, 2018.

3.2.1. Morfologia polinica:

Graos de polen em monades, grande, simetria radial, apolar, &mbito subcircular, forma
subprolato, inaperturado, exina equinada.
Takeda et al. (2001) [37] analisaram a morfologia da trapoeraba Tradescantia crassula
Link et Otto, mostrando um grdo de formato prolato, tamanho médio, exina delgada e
escabrada (ndo espinulosa), diferindo assim em diversos aspectos da morfologia de
Commelina erecta L. (também trapoeraba) mostrada acima. Mesmo a familia
Commelinaceae ndo apresentando muitas variagdes polinicas [13], a analise citada ¢ a
realizada concordam com o trabalho de Faden & Hunt (1991) que afirma que o género
Tradescantieae possui graos com exina ndo espinulosa e Commelineae pdlens com exina
espinulosa [4].

3.2.2. Morfometria:

intervalo de confianga (95%); X: Média. Medidas em micrémetro.

Tratamento
Wodehouse
Hidréxido

Acetolise

Commelina erecta L.

Didmetro Polar Didmetro Equatorial
FV X IC FV X IC D1/D2
45,0 - 66,0 52,4 50,6 - 54,3 36,0 - 51,6 434 42,0 - 44,8 1,21
63,0 - 75,6 70,3 68,7 - 72,0 45,0 - 63,0 54,3 52,2- 56,6 1,30
39,0 - 54,0 44,9 43,2 - 46,6 33,0 -45,6 38,9 37,3-404 1,15

Formato
Subprolato
Subprolato

Subprolato
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4.2.3. Fotomicrografias:

Figura 5. a - Fotografia de Commelina erecta (Foto de G. Dettke, 2018, retirada de Aona e
Pellegrini, 2015). Fotomicrografias dos grdos de polen das espécies estudadas. b-d. Commelina
erecta. b- Vista polar, L.O, Tratamento de Wodehouse. c- Vista equatorial, O.L, Tratamento
acetolitico. d- Vista equatorial, O.L, Tratamento de Hidroxido de sodio. Barra de escala: a = 1 cm. b-
d=10um.
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3.2.4 Estatistica comparativa:

Commelina erecta
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Figura 6: Grdfico de dispersdo com duas variaveis quantitativas

De acordo com o grafico da Figura 6 os tratamentos quimicos (NaOH e acetdlise)
deformaram os graos, sendo que a acetdlise causou a diminui¢do do palinomorfo ¢ o0 NaOH
inchou o grao. Porém o método acetolitico apresentou alguns graos proximos a distribui¢ao
dos poléns do método de Wodehouse (padrdo), enquanto o método alternativo de Hidroxido
de sodio se dispersou distantemente do tratamento padrao. Apesar de os dois terem causado
deformidades no grao, nenhum deles causou danos a forma do poélen, j4 que quando o
diametro 1 (D1) aumentou, o didmetro 2 (D2) também teve aumento, sendo assim a razao
D1/D2 nio se alterou.

A Figura 7 corrobora a analise feita acima, onde o didmetro 1 para os tratamentos se
alterou, sendo que para a acetdlise ficou menor e para o hidroxido teve aumento, também
pode-se observar pouca simetria quando se comparam os valores maximo ¢ minimo dos trés
métodos. Para o didmetro 2 (Figura 8) o mesmo acontece, porém a simetria para os valores
maximo e minimo € pouco ou quase inexistente, enquanto a simetria das medianas ¢ maior
se comparado ao grafico do D1.
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Figura 8: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis

Com todas estas informagdes, observamos que para esta espécie, nenhum dos dois
tratamentos quimicos manteve a formacao regular do grio, porém de acordo com a analise
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estatistica o método acetolitico foi o que menos causou deformidades comparadas ao
Wodehouse.

3.3 Dichorisandra thyrsiflora J.C Mikan (Commelinaceae)

Localidade: Brasil, Estado de Sao Paulo, municipio de Orlandia, Parque Municipal
Cyro Armando Catta Preta. Habitat: Cerraddo. Observacdes: Cerca de 1,5 m de altura, face
adaxial mais escura que a face abaxial, frutos com arilo branco. Coletor: Amaral, J.V.M,
2018.

3.3.1. Morfologia polinica:

Palinomorfos em ménades, médio, simetria radial, polar, forma prolato, monocolporado,
exina rugulada.

A espécie em questdo pertence a tribo Tradescantieae que segundo Faden & Hunt (1991)
possuem graos com exina ndo espinulosa [4], com isso a espécie estd de acordo com o
estudo. Ela também se difere da espécie apresentada anteriormente, tanto no tamanho quanto
na morfologia, mesmo ambas sendo pertencentes a uma familia estenopalinologica.

3.3.2 Morfometria:

Tabela 3 — Dados morfométricos para os trés tratamentos polinicos: DP: diametro polar; DE:
didametro equatorial; DP/DE: divisdo das médias para determinar o formato do grao; FV: faixa de

variagdo, IC: intervalo de confianca (95%); X : Média. Medidas em micrémetro.

Tratamento
Wodehouse
Hidréxido

Acetolise

Dichorisandra thyrsiflora

Didmetro Polar Didmetro Equatorial
FV X IC FV X IC DP/DE
24,0 - 29,1 26,6 25,9 -273 13,5-18,6 15,8 15,2 -16,4 1,68
36,0 - 42,0 39 38,4 -39,6 20,1 - 26,1 23,2 22,4 -23,8 1,68
35,1-51,0 42,6 40,8 - 44,5 17,1 -27,0 22,3 21,2-23,5 1,91

Formato
Prolato
Prolato

Prolato
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333 Fotomicrografias:

Figura 9. a - Fotografia de Dichorisandra thyrsiflora. Fotomicrografias dos grdos de polen das
espécies estudadas. b-d. Dichorisandra thyrsiflora. b- Vista equatorial, corte optico, Tratamento de
Wodehouse. c- Vista equatorial, cote optico, Tratamento acetolitico. d- Vista equatorial, corte optico,
Tratamento de Hidroxido de sodio. Barra de escala: a = 10 cm. b-d = 10 um.
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3.3.4 Estatistica comparativa:

Dichorisandra thyrsiflora
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Figura 10: Grdfico de dispersdo com duas variaveis quantitativas

Observando a figura 10, podemos perceber que o tratamento de Wodehouse se
diferenciou dos demais tratamentos considerando as duas variaveis, assim podemos afirmar
que os dois tratamentos quimicos foram prejudiciais em manter a dimensao original do pdlen
confrontado ao padrdo. Tanto a acetolise quanto o hidréxido proporcionaram um aumento de
tamanho do palinomorfo em ambos os sentidos (DP, DE), porém os trés tratamentos
possuem certa linearidade positiva, assim se mantendo fiel quanto ao formato do grdo
(Prolato) que ¢é determinada pela divisdo do tamanho do DP pelo DE.

As figuras 11 e 12 mostram a simetria dos tratamentos, onde tanto para o didmetro polar
quanto para o didmetro equatorial os dois tratamentos quimicos ndo demonstraram nenhuma
simetria com o método adotado como base, exceto a acetdlise para o DE que se observou
uma pequena simetria com Wodehouse se considerarmos a faixa de variagdo
maximo/minimo.
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Figura 11: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 12: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis.

Considerando toda essa representatividade grafica, observamos ao final que para
Dichorisandra thyrsiflora os métodos de acetolise e hidroxido foram equivalentemente
desfavoraveis para a dimensdo do grao, contudo o tratamento com NaOH se mostrou mais
proximo ao padrdo e também mais correlacionado intraespecificamente, assim dando uma
maior confianga para este método, comparado ao da acetolise.
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3.4 Justicia nodicaulis (Nees) Leonard (Acanthaceae)
Localidade: Brasil, Estado de Minas Gerais, municipio de Ituiutaba, Parque Municipal
do Goiabal. Habitat: Cerraddo. Observacodes: Subarbusto de 0,6-1,2 m de altura, flor rosa

magenta, frutos e bracteas verdes. Coletor: Amaral, J.V.M, 2018.

34.1. Morfologia polinica:

Graos de pdlen em mdnades, grande, simetria radial, polar, forma prolato, 2-colporados
com duas fileiras de aréolas margeando os colporos, exina reticulada.

Segundo McDade & Moody (1999) a tribo Justicieae, a qual pertence o género Justicia
L., ¢ monofilética, tendo como principal sinapomorfia o grdo de pdlen tricolporado
hexapseudocolpado [9]. Esta possui quatro tipos polinicos sensu Lindau’ (1895) [9], onde o
grao da espécie apresentada se encaixa na classe Kndtchenpollen (Traducdo: Polen de
noédulos), que tem por definicdo palinomorfos 2-3-colporados e 4-6-sincolpados com até
quatro fileiras de aréolas margeando os colporos.

342 Morfometria:

Tabela 4 — Dados morfométricos para os trés tratamentos polinicos: DP: diametro polar, DE:
didametro equatorial; DP/DE: divisdo das médias para determinar o formato do grao; FV: faixa de

variagdo, IC: intervalo de confianca (95%); X : Média. Medidas em micrémetro.

Tratamento
Wodehouse
Hidréxido

Acetolise

Justicia nodicaulis

Didmetro Polar Didmetro Equatorial
FV X IC FV X IC DP/DE
61,5-72,0 66,1 65,1 - 67,0 33,0 - 40,5 36,7 35,8-37,5 1,80
60,0 - 75,0 65,8 64,6 - 67,1 36,0 - 43,5 38,9 38,1-39,6 1,69
66,0 - 75,6 69,2 68,2 - 70,2 39,0 - 45,6 43,4 42,7 - 44 1,60

Formato
Prolato
Prolato

Prolato

7 Lindau G. Acanthaceae. /n: A.H.G. Engler & K.A.E. Prantl (eds.). Die natiirlichen Pflanzenfamilien. Engelmann, Leipizig,
v.4(3b), pp. 274-354, 1895 apud [9]
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343 Fotomicrografias:
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Figura 13. a - Fotografia de Justicia nodicaulis. Fotomicrografias dos grdos de polen das espécies
estudadas. b-d. Justicia nodicaulis. b- Vista equatorial, detalhe de superficie, Tratamento de
Wodehouse. c- Vista equatorial, detalhe de superficie, Tratamento acetolitico. d- Vista equatorial,
corte optico, Tratamento de Hidroxido de sodio. Barra de escala: a = 4 cm. b-d = 10 um.
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344 Estatistica comparativa:
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Figura 14: Grdfico de dispersdo com duas variaveis quantitativas

Na Figura 14, podemos ver que os graos tratados com os trés métodos estdo bem
dispersos entre si, sendo que o didmetro equatorial teve uma variacdo mais alta que o
diametro polar. O método acetolitico é o que mais se distingue, sendo que o DE se expandiu
mais do que os demais tratamentos e também é o que possui uma maior correlagdo
intraespecifica. Mesmo o grafico ndo apresentando uma linearidade positiva clara, a relagao
DP/DE nao se alterou de maneira que influenciasse na forma do grdo, isso pode ser
observado na Tabela 3.

A Figura 15 mostra as linhas da mediana de Hidroxido e Wodehouse bem equiparadas,
indicando uma alta simetria para o diametro polar entre estes dois métodos. O tratamento
acetolitico também teve pequeno grau de simetria com Wodehouse, porém menor que o
alternativo.

Para o diametro equatorial (Figura 16) mesmo a linha da mediana nao se equiparando, a
simetria entre NaOH e Wodehouse foi bem maior que a simetria entre acetolise e
Wodehouse.
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Figura 15: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis.
Justicia nodicaulis

46 — —
5 44 B
T 42 - :
oS I : —
g 40 — ' 1 [
o
B 38 '
g 36 - S :
a 34 |

1 I 1
Acetdlise NaOH Wodehouse
Tratamento

Figura 16: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis.
Com a observacao dos graficos em conjunto podemos reconhecer que o tratamento

quimico mais indicado para Justicia nodicaulis é o hidroxido de sdédio, pois este mostrou
estatisticamente ser menos ofensivo a dimenséo do grao.
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3.5Musa ornata Roxb. (Musaceae)
Localidade: Brasil, Estado de Sao Paulo, Municipio de Orlandia, Parque Municipal
Cyro Armando Catta Preta. Habitat: Cerraddo. Observagdes: Arbusto, 3 m, bracteas

rosadas, flor amarelo ocre. Coletor: Amaral, J.V.M., 2018.

3.5.1. Morfologia: polinica

Graos de pdlen em moénades, grande, simetria radial, apolar, ambito circular, forma
subprolato, inaperturado, exina psilada.

Comparando com Musa velutina [19] a morfologia muda pouca coisa para Musa
ornata, pois as duas espécies apresentam graos em monades, exina psilada, inaperturado,
porem M. velutina apresenta forma esferoidal diferentemente de M. ornata que possui forma
subprolata.

3.5.2 Morfometria:

Tabela 4 — Dados morfométricos para os trés tratamentos polinicos: DP: didmetro polar; DE:
didametro equatorial; DP/DE: divisdo das médias para determinar o formato do grao; FV: faixa de

variagdo, IC: intervalo de confianga (95%); X : Média. Medidas em micrémetro

Musa ornata

Didmetro Polar Didmetro Equatorial
Tratamento FV X IC FV X IC DP/DE Formato
Wodehouse 87,0 - 105,0 97,3 94,8 - 100,0 75,0 - 96,0 81,5 79,2 - 83,8 1,19 Subprolato
Hidroéxido 81,0-111,0 97,0 94,4 - 100,4 78,0 - 108,0 94,3 91,3-97,2 1,03 Prolato esferoidal
Acetolise 84,0 - 105,0 95,0 92,6 -97,4 69,0 - 96,0 83,0 80,0 - 86,0 1,14 Prolato esferoidal
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353 Fotomicrografias:

Figura 17. a - Fotografia de Musa ornata. Fotomicrografias dos grdos de polen das espécies
estudadas. b-d. Musa ornata. b- Vista equatorial, corte dptico, Tratamento de Wodehouse. c- Vista
equatorial, cote optico, Tratamento acetolitico. d- Vista equatorial, corte optico, Tratamento de
Hidroxido de sodio. Barra de escala: a = 10 cm. b-d = 10 um.
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3.54 Estatistica comparativa:

Musa ornata
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Figura 18: Grdfico de dispersdo com duas variaveis quantitativas

O grafico de dispersao para Musa ornata (Figura 18) foi o mais esparso de todas as
espécies analisadas neste estudo, onde os trés métodos teve dispersdes aleatérias ndo tendo
nenhuma correlacdo entre seus exemplares ¢ nem uma linearidade na distribui¢do, variando
muito tanto no didmetro 1 quanto no 2. Assim, com exce¢do do método padrdo os outros
dois tratamentos modificaram o formato do gréo.

Porém como podemos observar no grafico de caixas na Figura 19, que analisa a
simetria para o D1, o tratamento alternativo de hidroxido teve sua mediana equiparada com a
do tratamento de Wodehouse sendo o tratamento com maior simetria com o padrao.

Para o D2, Figura 20, a simetria foi mais bem apresentada entre o tratamento
acetolitico e de Wodehouse, com suas medianas ndo equiparadas, mas bem proximas.
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Figura 19: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis.
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Figura 20: Diagrama de caixa (box-plot) para o teste de Kruskal-Wallis.
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Deste modo, com o conjunto das analises, podemos reconhecer que para Musa
ornata os trés tratamentos tiveram comportamentos diferentes, sendo cada método quimico
melhor para um didmetro especifico, mostrando que este grdo pode ter diferencas em suas
paredes que podem levar a resultados distintos de acordo com o tratamento utilizado.

4 CONCLUSAO

Com o presente estudo podemos concluir que as cinco espécies analisadas
apresentaram diferentes comportamentos diante dos tratamentos realizados, sendo que para
trés delas (Aphelandra longiflora; Dichorisandra thyrsiflora e Justicia nodicaulis) o método
alternativo (Hidroxido de So6dio) se mostrou mais adequado para a ndo alteracdo do tamanho
do grdo. Para a espécie Commelina erecta, o tratamento acetolitico foi o mais apropriado
para a ndo modificagdo das dimensdes do polen. Em Musa ornata, os dois tratamentos
quimicos foram prejudiciais para o tamanho do palinomorfo, onde ambos alteraram até o
formato do grao, entretanto, para a morfologia da exina o método acetolitico manteve melhor
a aparéncia original da ornamentacdo. Com isso, a manutengao da forma original do grdo de
pélen ndo s6 depende do tratamento aplicado, mas também da resisténcia especifica da exina
de cada espécie.
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