Material
e
meétodos

1 — ESCOLHA DO MATERIAL A SER ESTUDADO

O estudo das caracteristicas morfolégicas do polem de uma espécie pode
ser feito e material retirado de plantas vivas ou de plantas herborizadas. Para
um levantamento de centenas de espécies, como & ¢ caso da flora dos Cerra-
dos, torna-se impraticavel o uso de plantas vivas, entre outros motivos, pela
inacessibilidade a numerosas espécies e principalmente pela auséncia de de-
terminagdo taxondmica segura. Torna-se entdo necessario 0 USO quase ex
clusivo de material de herbéario.

Comao é de se prever, nem todas as exsicatas encontradas nos herbarios
podem ser estudadas. Algumas, por insuficiéncia ou auséncia de flores. Ou-
tras, por determinacao duvidosa ou ausente.

O trabalho de descricdo morfolégica dos graos de polem de uma espécie e
lento e por isso tivemos que decidir entre estudar poucas espécies, usando
uma amostragem grande de individuos, ou levantar o maior ndmero possivel
de espécies, descrevendo, em primeira aproximagao, somente um individuo
representativo de cada espécie. Optamos pela segunda alternativa para que
pudéssemos ter, dentro de um periodo relativamente curto, um panorama
geral dos tipos de grdos de polem encontrados em cada familia e para poder-
mos, entao, decidir quais os que deverdo ser estudados em maior detalhe.

Esta segunda opcao tem o perigo de que o individuo escolhido seja mais
tarde revelado como ndo representativo, seja por variabilidade dentro da espé-
cle, seja por incorregdo do nome especifico. Por isto trabalhamos somente
com polem de plantas que estejam registradas em um herbario. Para cada
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exsicata estudada damos as indicagées que a identificam: nimero e sigla de
herbario onde o material esté depositado, coletor, nimero e data de coleta, lo-
cal de coleta (abreviado), determinador. A indicacdo exata do material estuda-
do permitird posteriores revisGes taxonémicas ou palinologicas. Da mesma
forma esse dado fornece acesso as mesmas plantas por outros especialistas.

Em um estudo especial de variagdo do tamanho dos graos de polem em
duas espécies de Cassia que ocorrem no Cerrado (Salgado-Labouriau et a/.
1965) foi demonstrado que existe variacdo significativa entre as flores de uma
planta; mas quando comparamos uma planta com a outra de mesma espécie,
as diferencas se compensam, € a amostra total de uma planta ndo é significati-
vamente diferente da de outra planta na mesma espécie. Este trabalho nos
sugeriu que, se usassemos trés flores para cada planta estudada, terfamos uma
amostra mais homogénea, Por isto escolhemos, para o catalogo de polem dos
Cerrados, exemplares de herbario dos quais pudéssemos tirar pelo menos trés
flores de cada exsicata. Se a amostra polinica obtida apresentar constancia em
forma, tamanho, nimero de aberturas, escultura, etc., consideramos este indi-
viduo representativo de espécie. Se houver qualquer variagdo, outros indi-
viduos sdo examinados. Da mesma forma, se o exemplar apresenta polem
muito diverso do grupo a que pertence, por exemplo Sida macrodon {entre as
Sida) e Elephantopus racemosus (entre 0s Elephantopus), outras espécies sao

examinadas.

Na descricao dos tipos polinicos (parte Ill} obedecemos ao critério acima
exposto. Entretanto, para o material j& estudado na série “Follen grains of
plants of the Cerrado’’, ndo repetiremos aqui a citagdo completa do material
usado, mesmo que este tenha sido totalmente redescrito ou completada a
descricdo. O espécimen por nds examinado & aqui citado somente Nos casos
em que esta sendo descrito pela primeira vez, ou quando um novo material
tenha sido examinado.

2 — METODOS DE PREPARACAO DOS GRAOS DE POLEM

Existem varios métodos de preparacdo de polem para exame ao micros-
cépio. Para o estudo palinolégico necessitamos somente da membrana exter-
na (exina). Esta membrana & elastica, modificando sua forma conforme o grau
de hidratacdo a que est4 sujeita (Salgado-Labouriau 1966). Deste modo um
estudo palinolégico ndo pode ser baseado em graos frescos, corados ou nao, e

montados em agua.

Métodos de preparagdo que desidratam os grdos e 0s montam em
balsamo (Rizzini 1947, Gomes 1956), ou que mantém os grdos turgidos
montando-os em seguida em gelatina glicerinada (Wodehouse 1935), tambem
apresentam desvantagens. O citoplasma e as inclusbes gue normalmente se
encontram dentro da célula, tais como gréos de amido, gotas de dleo, etc., nao
sdo eliminados e fazem sombra sobre a exina guando examinada em pequeno
aumento. O grao neste tipo de preparagdo apresenta-se 0paco a0 microscopio
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e nao pode ser examinado em grandes aumentos. Além disto, este método so
pode ser usado para polem atual.

Existem outros métodos que tornam as membranas limpidas e mais ou
menos transparentes, mas um pouco da elasticidade da membrana permane-
ce. Quando os graos de polem preparados por diferentes métedos sao
comparados quanto ao tamanho, verifica-se que eles sa0 maiores ou menores
conforme o método usado (Faegri & Deuse 1960, Praglowsky 1959, Martin
1959, Aytug 1960}, Diante disto torna-se necessario escolher um método e
usar sempre 0 mesmo para que os resultados sejam comparaveis (cf. medi-
das}.

Fscolhemos o método de acetélise criado por Erdtman (1943, 1952 e
1960a) porque: a) pode ser usado indiferentemente para polem fossil ou atual
(fresco ou de herbario); b) ao se processar a ace '~gao da esporopolenina,
simultaneamente sdo destruidas a intina (membrana interna de celulose) e ©
contetdo celular: o grdo se torna transparente, tornando possivel o exame dos
detalhes em imersdo; c) uma vez acetolisada, a membrana fica quimicamente
estavel.

Outro método muito usado pelos palinologistas é o tratamento do polem
(ou de material gque contenha polem) com potassa caustica diluida a 10%
(Faegri & Iversen 1950). Este método é usado para gréos fosseis e atuais. Mas
o ataque por KOH diluido ndo elimina inteiramente a intina € o conteddo
celular, portanto o grao nao fica inteiramente transparente e limpo, e isto difi-
culta a observacdo da morfologia fina. Entretanto este método néo deve ser
deixado de lado porque envolve uma reagdo menos violenta que a acetolise e
assim essa preparacdo é indicada para polem mais delicado, como & o caso,
por exemplo, de algumas Apocynaceae (Marques & Melhem 1966) e de Arau-
carta angustifolia.

As descrictes de polem da parte |1l sdo baseadas em gréos acetolisados, a
nAo ser que esteja dito especificamente no texto qual o méetodo empregado.

ACETOLISE

0O método de acetdlise criado por Erdtman consiste em reagir a esporo-
polenina (de que é constituida a membrana externa do grdo) com anidrido ace-
tico em meio acido. Por este processo a membrana externa (exinal fica
transparente e a intina e o conte(do celular do gréo séo destruidos; a mem-
brana externa, que por suas caracteristicas morfolégicas, serve para a identifi-
cacio do grao, pode entdo ser estudada em todos os detalhes.

Este método foi usabo por nds durante doze anos e aos poucos acrescen-
tamos pequenas modificacdes nue ndo alteram substancialmente a acetilacao
mas que tornam mais eficiente o trabalho de preparacéo.

Material necessario para acetolise:
Capela com exaustdo de ar, esgoto e torneira
Balanca de sensibilidade de 1g
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Banho-maria

Centrifugador que permita ir até 1.600 RPM

Placa aquecedora de Malassez

Estilete dobrado em L, para lutagem

Agulhas de dissecgao

Pincas

Quadrados de 4 cm de lado, de tela de latdo (n. b0, 300 malhas por polegada
quadrada)

Copos de bequer ""Pyrex’": 2 de 260 ml, 1 de 10 ml

Provetas graduadas de 100 ml, B0 ml e 10 ml

Tubos de centrifugacdo, cilindricos, de fundo redondo, “Pyrex’’, de capacida-

de de 10 — 15 ml
Bastonetes de vidro de cerca de b mm de diametro

Frascos conta-gotas de cerca de 10 ml de capacidade
Laminas lapidadas, de boa qualidade, para microscopia
Laminulas de 22 x 22 mm, de boa qualidade (ou circulares}
Lamparina de é&lcool

Anidrido acético (p. a.)

Acido sulfurico {p. a. ou grau técnico)

Parafina (para lutagem), de ponto de fusdo 52-56°C
Etanol absoluto (frasco conta-gotas de polietileno)
Agua destilada (idem)

Gelatina glicerinada

Mistura glicerina-agua (1:1, v/v)

Folhas de papel sulfite

Etiquetas

Material botanico

METODO (seg. Erdtman, modificado):
a) Para material fresco:

1 — Retire as tecas, estames, ou, no caso de flores muito peguenas, 0s
préprios botdes ja prontos para abrir. Cologque em tubos de vidro com 1 ml de
ac. acético glacial. Pode assim ficar por dias, meses. Deixe no minimo um dia
no acido acético.

2 — Passe para tubos de centrifuga numerados de 1 em diante, uma
espécie em cada tubo; centrifugue com 1.000 rotagdes por minuto durante b
minutos.

3 — Decante o sobrenadante.
4 — Ponha para aquecer o banho-maria.
5 — Prepare a mistura de acetolise:

Mistura de acetdlise: 9 partes deanidridoacético e 1 parte de acido sulfari-
co. Ponha o volume de anidrido ac. num bequer e va acrescentando o acido
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sulfirico em pequenos jatos, agitando com um bastédo de vidro. SO prepare a
quantidade necesséria para aguela acetolise.

Atencdo: S use vidraria absolutamente seca; gqualquer amostra de polem
que contenha agua deve ser desidratada antes de usar a mistura de acetdlise.
Se 4 mistura foér acrescentada dgua, ha uma reacgdo violenta podendo jogar 0
contetido do tubo para fora a mais de um metro de distancia, quebrar o tubo e
causar acidentes pessoals graves.

6 — Distribua 5 ml de mist. de acetdlise para cada tubo com sedimento,
ponha um bastao de vidro em cada tubo. Triture cada material de encontro as
paredes do tubo por meio do bastdo. Deixe o bastdo dentro do tubo.

7 — Leve ao banho-maria, comecando com a temperatura do banho
oroximo da fervura e aguega o mais rapido possivel até a agua do banho
comecar a ferver. Mantenha o banho fervendo lentamente e agite cada tubo
com seu bastdo. Ferva por dois minutos (para algumas espécies & necessario
reduzir o tempo de fervura para um minuto e meio, ou somente meio minuto,
sendo os graos amassam muito). O banho deve ser colocado numa capela para
evitar aspiracdo nasal dos vapores, sabidamente irritantes e toxicos.

8 — Pare o0 aquecimento quando atingir o tempo necessario. Cologue 0s
tubos com as preparacfes nas cacambas do centrifugador, tare usando o resto
da mistura e centrifugue por 5 minutos com 1.000 rotagoes/min.

9 — Tire o sobrenadante para um recipiente a parte e jogue fora a mistura
(na terra, nunca no esgoto da pia, para evitar a corrosdo dos encanamentos).

10 — Acrescente 4gua destilada ao sedimento até completar o volume de
10 ml. Ponha um bastao de vidro limpo em cada tubo.

11 — Agite cada tubo, acrescente 1 a 2 gotas de alcool etilico ou acetona,
torne a agitar.

12 — Centrifugue e decante (1.000 rot/min por b min).

13 — Acrescente ac sedimento a mistura de agua com glicerina em
partes iguais. Deixe ficar por meia hora ou até o dia seguinte.

14 — Centrifugue e ao decantar conserve o tubo de boca para baixo.

15 — Ponha os tubos de boca para baixo num bequer com papel mata-
borrdo no fundo.

16 — Comege a montagem das laminas.

b) Para material de herbario:

O material de herbério é passado numa tela e o p6 é levado para dentro do
tubo de centrifugacdo com a mistura de acetélise. A tela que usamos é de la-
t30 n.° b0 que cortamos em pedagos quadrados de 4 cm de lado e aplicamos
diretamente na boca do tubo de centrifugagdo para tamisar o material seco.
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Para cada tubo usamos um quadrado de tela diferente e, ao acabar, passamos
as telas até ao rubro na chama de bico de Bunsen ou de uma lamparina de
alcool a fim de poder usa-las em novas acetdlises. A chama destréi inteiramen-
te os grdos remanescentes.

Complete o volume da mistura de acetdlise nos tubos para b ml e proceda
dal por diante como nos graos de material fresco.

Ao terminar a acetélise parte dos grdos € montada e o resto @ suspenso
em glicerina pura. Os graos suspensos em glicerina sdo usados para outras
montagens permanentes, quando necesséarias. S3do também usados em
montagem provisoria na prépria glicerina onde eles ficam livres para serem
rolados permitindo o exame de toda a superficie (Salgado-Labouriau 1966).

c) Métodos de montagem permanente

Os graos de polem podem ser montados em qualquer meio de indice de
refragdo conveniente para contraste. Balsamo do Canada, gelatina glicerinada,
meio Harleco ou outros produtos comerciais sdo 0s mais usados.

Através de inUmeros trabalhos sabemos que os grdos de polem
apresentam grau de hidratacao diferente conforme o meio de montagem
(Erdtman & Praglowski 1959, Aytug 1960). Por isto escolhemos um meio de
montagem e 0 usamos em todas as nossas preparacdes de rotina.

O meio de montagem usado por nés neste trabalho (e em todos que o
precederam) foi a gelatina-glicerinada de Kisser (Salgado-Labouriau 1961b).
Este melo & o mais empregado em trabalhos de palinologia, é de facil prepara-
cdo e pode ser usado imediatamente apds a acetdlise sem necessitar desidra-
tacao ou qualguer outra preparacdo prévia.

Merio de Montagem (Gelatina Glicerinada):
50 g gelatina

175 ml &gua destilada

150 ml glicerina {82%)

7 g de fenol

A gelatina glicerinada assim obtida é distribuida a quente em pequenos
frascos de 10 ml com tampa de borracha. Apés atingirem a temperatura
ambiente sao guardados na geladeira, por anos.

A vantagem dos pequenos frascos € que somente se deixa exposta uma
pequena quantidade a contaminagao de polem atmosférico ou mesmo
qualquer impericia na limpeza das agulhas de disseccao.

Montagem dos graos de polem. Com estilete previamente aquecido ao
rubro, retire um pedago de gelatina glicerinada de mais ou menos 1 cm de
didametro e cologue numa lamina limpa. Tampe e guarde o frasco que contém
a gelatina glicerinada. O meio de montagem que ficou na ldmina & que deve ser
usado, jogue fora o que sobrar, apds a montagem. Comece a montagem.
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1 — Um pedaco de gelatina glicerinada de mais ou menos.3 mm de lado é
retirado com um estilete limpo, isto &, previamente aquecido ao rubro,

2 — 0 tubo contendo o sedimento é apanhado do bequer, sempre de bo
ca para baixo e nele é intraduzido o estilete com gelatina glicerinada.

3 — Toca-se ou mergulha-se delicadamente no sedimento.

4 — A gel. glicerinada contendo o sedimento gue reteve & posta numa
lamina e dividida em pequenos pedacos. Cada pedago é colocado numa
lamina fina de microscopio, preparando-se um total de 8 l[aminas.

5 — Aqueca ligeiramente na chama de uma lamparina de alcool para
fundir a gel. glicerinada (ndo deixe ferver sendo formam-se bolhas que s&o di
ficeis de remover). E preciso que o fragmento de gel. glicerinada seja muito pe-
queno, para que, depois de aplicada a laminula, forme uma mancha circular
que diste cerca de 5 mm da margem da laminula.

6 — Com o estilete agite a mancha de gel. glicerinada contendo o se-
dimento polinico para espalhar os grdos uniformemente.

/ — Coloque uma laminula em cima de cada lamina preparada, ponha
etigueta de identificacao.da espécie.

8 — Leve o estilete & chama até ficar rubro, comece a montagem do se-
gundo tubo.

d) Lutagem com parafina
(seg. J. Mdller, modificado /in Erdtman 1952}

1 — Ponha a parafina para fundir num cadinho.

2 — Mergulhe um estilete dobrado em L na parafina fundida e em segui-
da encoste a dois lados consecutivos da laminula. Mantenha a lamina li-
geiramente quente numa placa de Malassé ou levando-a constantemente a
chama de lamparina de &lcool. A parafina se espalha rapidamente entre lamina
e laminula.

3 — Vire a lAmina com a laminula para baixo sobre uma folha de papel.
Os graos se depositardo na laminula enquanto a gel. glicerinada e a parafina
endurecem.

4 — Comece a lutar a segunda lamina.

Terminada a lutagem remova o excesso da parafina com xilol. Do lado
oposto a etiqueta grave com estilete de diamante referéncias que sirvam para
identificar o material botanico usado. Esta precaucao evita a perda das pre-
para¢des no caso da etiqueta se soltar ou tornar-se ilegivel. Guarde em posicao
harizontal num laminario.
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e} Diafanizacdo dos graos

No caso de os graos ficarem muito escuros, depois de feita a acetdlise,
diafaniza-se com cloro nascente. Usa-se um tergo de sedimento total,

1 — Agite o tubo contendo sedimento + glicerina + &gua e transfira
cerca de um lergo do contetdo para um tubo de centrifugacao.

2 — Ao sedimento + glicerina + &gua, acrescente mais ou menos 5 ml
de acido acético glacial.

3 — Ponha 1 {ou 2) gotas de solugdo saturada de clorato de sodio, agite.

4 — Uma (ou duas! gotas de é&cido cloridrico, agite. Aparece imedia-
tamente cloro nascente. O material fica descorado em menos de meio minuto.

6 — Centrifugue e decante.

6 — Lave em &gua destilada, depois em glicerina + &gua, monte e lute.
com parafina.

f) Coloracéo

Notando que nos graos corados fica mais facil a observacdo das aberturas
e da escultura da exina, modificamos 0 método de Faegri & Iversen (1950},
procedendo da seguinte forma;

1 — Ferver em banho-maria por 15 segundos o sedimento + solucdo 5%
KOH + 3 a4 gotas do corante diluido em &gua.

2 — Centrifugue, lave e monte.

Uma outra maneira de corar os grdos consiste em colocar uma gota de
corante em cima do pedaco de gel. glicerinada + sedimento, fundir na chama
da lamparina de &lcool {item b da montagem) e terminar a montagem.

Corantes: Diversos corantes podem ser usados (veja adiante, Método de
Wodehouse) entretanto, o mais aconselhével é a fucsina béasica em sclugcao
aquosa bem diluida que permite distinguir entre sexina e nexina (Faegri 1956).

Nota.: Grdos que foram diafanizados ou corados ndo devem ser usados
para medidas mas somente para ajudar na observacio da estrutura e escultura
fina da membrana, pois o processo de diafanizacdo altera as medidas, segundo
ja foi verificado.

Uma vez preparada a ldmina, os gréos ficam fixos no meio de montagem
nas mais diversas posi¢des. Nas Malvaceas, como os grios sio esféricos, a
POSICA0 em que 0s graas caem é indiferente. Nas Bombacaceae os graos ficam
sempre em vista polar ou préxima desta tornando-se necessario o exame em
glicerina para observagao do gréo em vista equatorial {de lado).
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g) Acetolise — Micrométodo
seg. Avertissian (/n Brown, 1960} e Punt {1962)

1 — Ponha a antera numa lamina de microscopio, ou |[@mina escavada e
cubra com mistura de acetolise.

? — Dissegue com estilete, espalhando o polem e retirando os restos da
antera.

3 — Coloque uma laminula em cima da preparacdo e aquecga em placa de
Malassé por meio de uma lamparina de alcool. Tenha o cuidado de conservar a
lamina longe da chama para que a mistura ndo pegue fogo. Observe a mudan-
ca progressiva de cor da preparacdo sob microscopio. Va acrescentando a
mistura toda a vez que a prepara¢do for secando (em geral 3 a 4 vezes é sufi-
cientel. Quando o conteldo protoplasmatico tiver desaparecido dos graos e a
exina tiver adquirido uma cor castanha, de clara a escura, pare de aquecer.

4 — Esfrie rapidamente colocando a lAmina scbre uma superficie de pe-
dra ou ferro.

b — Lave a preparacdo com uma ou duas gotas de alcool [Avertissian) ou
transfira os grédos por meio de um pincel umedecido em glicerina para uma
ldmina contendo uma gota de glicerina (Punt),

6 — Junte gelatina glicerinada e termine a montagem.

Vantagens — Este micrométodo & mais rapido que a acetdlise e exige
pouco material de herbario. Nas flores com anteras grandes basta um pedago
de um estame. Além disto, como o processo de preparagdo é observado sob
microscopio, pode-se parar no momento exato em que o conteudo foi des-
truido e a exina esta clara.

Desvantagens — O material ndo é lavado suficientemente apds a ace-
tolise. Nem é possivel lavar mais porque 0s grdos séo arrastados para fora da
lamina, e se perdem. O acido permanece 18 dentro e causa ¢ descoramento do
grao. Esta exina montada em meio 4cido terda medidas diferentes dagquela que
preparada pela acetodlise seg. Erdtman.

Os vapores da mistura de acetélise esfumacam e corroem rapidamente as
lentes frontais das objetivas do microscoépio. Colocando-se uma laminula em
cima da preparagdo, a quantidade de vapor que sai diminui mas nao é elimina-
da inteiramente. Além disto, este vapor & tdxico ao observador.

Diante destes fatos achamos gue este micro-método nao é aconselhavel
para preparacdo de ldminas de referéncia, nem qualquer trabalho de rotina.
Entretanto, ele pode ser usado para casos especiais como a preparagao de
grdos cujas exinas ndo resistem & acetdlise. Nesses casos o contréle visual
direto do processo permitird que se cesse 0 aguecimento antes dos gréos
amassarem. Mas & preciso ter sempre em mente gque até o momento em gue a
lamina esteja definitivamente montada em gelatina glicerinada ndo se deve
usar um microscopio de boa qualidade.
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METODO DE WODEHOUSE, MODIFICADO

1 — Retire as anteras e cologue no centro de uma lamina.

2 — Ponha uma gota de alcool e com um estilete abra as anteras, va
pingando o 4lcool e dissecando as anteras até tirar o polem. Nao deixe setar
inteiramente.

3 — Com algod&o na ponta de um estilete remova éleo ou residuos gque
va0 se depositando como um anel em volta da preparagéo.

4 — Leve alamina & chama de uma lamparina de &lcool até secar o alcool.

5 — Acrescente uma gota de corante em solu¢do aguosa bem diluida,
leve & chama para comegar a ferver.

6 — Ponha um pouco de gelatina-glicerinada numa laminula, leve a
chama para fundir, inverta e cologue em cima da preparagéo.

7 — Lute com parafina.

Corantes: Uma grande variedade de corantes pode ser usada: verde de
metila, safranina, violeta de genciana, fucsina, azul de metileno, etc. Se se
deseja mostrar um contraste entre exina e contetdo celular, o polem pode ser
corado primeiro com uma solugio fraca de eosina, e em seguida com verde
metila: a exina ficara corada de verde e a intina, de vermelho.

METODO DE POTASSA

Este método & muito usado por palinologistas e foi o processo pelo qual
von Post ha cerca de 50 anos preparou suas laminas de polem de turfeiras:

Flores de herbério, vasas, etc., sdo fervidas em solugdo de KOH a 10% por
algumas horas e depois montadas em gelatina glicerinada.

Atualmente usa-se este método como tratamento previo de turfas e
vasas, que sdo tratadas em seguida por acetdlise.

No caso de espécies cuja exina & muito fragil e que nao resistem a ace-
tolise (como a maior parte das Apocinaceas) pode-se dissecar o material
fresco ou de herbério numa lamina, pér uma ou duas gotas de KOH a 10%; le-
var a ferver na chama da lamparina de alcool por muito pouco tempo; por
uma gota de corante, levar novamente a chama e depois montar em gelatina-
glicerinada.

3 — CARACTERIZACAO DOS GRAOS DE POLEM

A caracterizacio do polem & feita por tipo polinico dentro de cada familia.
O nome que designa o tipo & o do género ou da espécie boténica que tenha
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esta forma de polem. Para caracterizagdo de cada tipo obedecemos a seguinte
seguéncia:

1 — Enumeracdo das espécies botanicas nas quais foi observado o tipo
de polem;

2 — Caracterizacdo morfolégica do tipo: a) forma; b) abertura; ¢} exina e
d) medidas;

3 — Autores que estudaram as espécies que foram incluidas por nos
neste tipo.

a) FORMA

O grdo de polem tem, em geral, a forma de um elipséide, freqientemente
de revolucdo. Quando a célula-mée do grao de polem se divide formando qua-
tro células, estas se conservam unidas, em alguns casos mesmo depois de
completado o seu desenvolvimento formando tétrades, diades ou poliades. Em
outros casos, 0s grios se separam ficando livres. Quando os gréos ainda estao
agrupados, denominou-se polo proximal a area de cada grdo gue estd mais
proxima, em direcéo ao centro da célula. Em cposigo, a drea mais afastada do
centro da tétrade, denominou-se polo distal. O mesmo critério se aplicou para
diades e poliades (veja glosséario).

O eixo que passa pelo centro do grdo e atravessa o centro das duas éreas
polares, foi denominado eixo polar (Erdtman, 1943). O didmetro do circulo
maximo perpendicular ao eixo polar foi denominado didmetro equatorial. Em
contraposicdo ao didmetro equatorial nds denominamos (Salgado-Labouriau,
1966), didmetro polar, & distancia compreendida entre as duas intersegées do
eixo polar com as duas &reas polares. Baseando-se no gréo de polem ideal, que
seria um elipséide de revolugdo, Erdtman (1952) considerou o eixo polar como
sendo o eixo de revolucdo do elipsdide. Fazendo a relagdo: didmetro polar so-
bre didmetro equatorial (P/E) ele criou um indice para forma do gréo com oito
classes. Esta proposta foi adotada universalmente pois quando os grdos de
polem caem de lado numa |&mina de microscopia, seja qual for a sua verda-
deira forma em 3 dimensdes, o seu perimetro m&ximo, nesta posi¢do, olhado
através do microscépio, & uma elipse. Os termos oblato, esféricc e prolato e
suas subdivisdes podem entdo serem empregados, com a ressalva de que se
referem a um grdo ideal em posigdo lateral (vista equatorial). Entretanto, a ta-
bela proposta por Erdtman apresenta o defeito de ter intervalos de classe
abertos. Por este motivo, arbitrariamente, nos fechamos estes intervalos
(Salgado-Labouriau 1966) para facilitar o seu uso e evitar ambigtidades {Ta-
bela 1).

A relacdo P/E, usada para caracterizar a forma do gréo em vista equatorial
n3o pode ser usada graficamente por apresentar intervalos de classe de
tamanho desigual. Por exemplo: a classe oblata vai seg. Erdtman de 0,50 2 0,75
(intervalo de 0,25) e a classe prolata vai de 1,33 a 2,00 (intervalo de 0,67). Para
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podermos representar graficamente as classes de forma, fizemos a transfor-
magao de P/E no logaritme decimal de P/E. Desta forma as classes gque em
escala de verdadeira grandeza sdo desiquais e assimétricas, passam a ser
simétricas em relagdo a forma esférica, aumentando progressivamente seus
intervalos & medida que se afastam do centro (esférico) (fig. b23).

TABELA 1
CLASSES DE POLEM QUANTO A FORMA
INTERVALO DEP/E DENOMINACAQ

0,50 Peroblato
0,50-0,74 - Oblato
0,75-0,87 Subcblato
0,88-0,99 Oblato-esferoidal

1.00 Esférico Subesferoidal
1,01-1,14 Prolato-esferoidal
1,15-1,33 Subprolato
1,34-2,00 Prolato

2,00 Perprolato

As classes de formas referidas acima representam um grdo de polem
ideal. Quando este grao é observado de outro angulo, com um dos polos
voltado para o observador (vista polar) nem sempre o seu perimetro equatorial

(ambito) & circular como deveria ser num elipsdide de revolugao.

Pseudobombax marginatum, por exemplo, apresenta-se com perimetro
maximo de forma triangular e aberturas nos lados deste tridngulo. Realmente a
sua forma se aproxima muito mais de uma bipirdmide trigonal do que de um
glipsdide de revolucgdo.

Uma mesma ““forma’ em vista equatorial pode representar graos com
forma inteiramente diferentes. Os graos de polem de Pseudobombax margina-
teim e Bauhinia bongardi sdo oblatos mas, em vista polar, o primeirc & planoa-
perturado (fig. 65), e o outro & anguloaperturado (fig. 223). Os grdos de
Harpalyce brasifiana, em vista polar, tém a forma de folha de trevo (fig. 250), os
de Eriotheca pentaphylla var. wittrockiana sdo triangulares planoaperturados
{fig. 63), e os do género Helicteres sdo triangulares anguloaperturados (fig.
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441), mas nos trés casos a “forma’ em vista equatorial &€ suboblata. Entre os
graos oblatos esferoidais, por exemplo, Neea the/fera tem ambito circular {fig.
364), Salanum grandiflorum tem ambito triangular (fig. 433). Entre as Eufor-
biaceas, cujos grios sdo subprolatos, Tragra lagoensis tem dmbito circular (fig.
186), Euphorbia setosa tem triangular, de lados planos (fig. 166), e Sebastiania
glandulosa & fossaperturada (fig. 180). Muitos outros exemplos podem ser da-
dos. A forma verdadeira de um grdo de polem poderia ser caracterizada pelo
nome do corpo sélido a ela correspondente, entretanto como estamos mais
familiarizados com as formas de geometria plana e, ao observarmos um grao
no microscépio, teriamos que gira-lo em diversas direges para ver a forma,
oreferimos caracterizar a forma dos grdos de polem pelo perimetro em duas
posicBes perpendiculares {vista polar e vista equatorial} que & mais facilmente
reconhecivel no microscopio. Por estes motivos apds descrever o perimetro
em vista equatorial, damos o mesmo em vista polar.

O perimetro maximo em vista polar chama-se dmbito {‘ambitus’’} abre-
viado amb [Erdtman 1952). Este contorno pode ter as formas: circular,
triangular e eliptica. A forma triangular pode ser de lados retos, cdncavos ou
CONVexos. '

b} ABERTURAS

As aberturas ficam situadas em zonas mais delgadas da exina: A camada
externa (sexina) desaparece ou se afina perdendo os elementos de releve. A
nexina, nesta zona, passa a ser a camada principal, poderido ou ndo’engrossar.
Ultimamente tém surgido muitos estudos de ultra-microscopia das zonas
aperturais e aos poucos 0 mecanismo apertural vai sendo esclarecido.

Sendo mais delgada, a zona apertural € mais elastica e portanto responsa-
vel pelas mudancas de volume do grdo. Emi gréos sem tratamento quimico,
quando desidratados forma-se uma dobra para dentro fechando a zona
apertural; quando &gua ¢ acrescentada, a dobra se distende a medida que o
grao vai se hidratando e a zona delgada fica entdo exposta. Nos graos acetoli-
zados, as paredes ficam rijas e estas modificagdes ocorrem de maneira pa rcial
e muito lenta. Muitas vezes a membrana apertural se rompe na preparagdo dos
grdos.

O estudo da zona apertural pode ser encarado de vérios dngulos. Ecologi-
camente mostra como o grdo resiste ao dessecamento depois de sair da
antera. Fisiclogicamente mostra como pode dar passagem ao tubo polinico
para a fecundacdo. Morfologicamente, pela enorme variedade de forma,
tamanho e distribuicio, ajuda na caracterizagdo do tipc de pclem.

Existern duas formas fundamentais de aberturas: 1.2 — Aberturas mais ou
menos circulares em que a relacéo entre os dois didmetros & menor que 2:1
(Erdtman 1952). Sdo denominados poros (porus, i}, 2.2 — Aberturas alongadas
em que a relacdo entre os dois didmetros é maior que 2:1 (Erdtman 19562}, Sao
denominados colpos {colpus, il.
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A combinagao destas duas formas fundamentais resulta numa abertura
composta. Esta tem uma zona mais delgada que é deprimida e alongada como
um barco e em cujo centro fica localizada uma abertura. A abertura central,
denominada &s {os, ora) pode ser.isodiamétrica como um poro ou alongada
como um colpo. Esta forma de abertura, denominada por Erdtman colporo
(colporus, i}, & encontrada entre a maioria das dicotiledéneas.

As aberturas podem estar distribuidas em volta do equador, em um dos
polos {distal, monocotiledéneas; proximal, esporos) ou pode ser espalhada em
toda a superficie do gréo.

c) EXINA

A exina & observada em grande aumento com lente de imersdo a dleo.
Dois tipos de exames séo feitos: o exame de superficie e 0 exame em corte
optico.

Para o exame de superficie lanca-se méao das difefengas de indice de re-
fragdo nos diferentes estratos da exina. A luz de iluminacio do microscopio ao
atravessar a exina refrata diferentemente, de acordo com a camada que est4
atravessando. Deste modo, ao focalizarmos num determinado nivel o padrao
da superficie apresenta “ilhas’” de uma cor contornadas por ""canais’’ de outra
cor. Este exame, que foi denominado por Erdtman “anélise de Luz e Obscuri-
dade’’, detecta as mais delicadas saliéncias e reentrdncias. Ao examinarmos
em focalizagdo alta a superficie do grdo, as saliéncias aparecem como ilhas
claras, brilhantes {Luz) sobre um fundo escuro. Quando descemos lentamente
a focalizagdo a figura se inverte e as ilhas tornam-se escuras {Obscuridade) so-
bre um fundo claro. Neste caso a presenca de saliéncias & detectada pela mu-
danca nas “ilhas’’ de L para O, ou seja, o padrao é LO. Se na superficie existem
pequenas reentrancias entdo a analise mostrarad um padrdo OL.

Com o mesmo tipo de andlise podemos verificar se a superficie & in-
teiramente lisa, ou se & constituida de um estrato externo liso sustentado
Internamente por uma serie de colunas, etc. A anélise de LO nos d& uma série
de dados mas este exame néo fica completo para interpretacdo se nao for feito
o exame das estratificacfes. '

Para 0 exame das estratificagfes da exina usamos o corte éptico. Como o
grao fica transparente e 8co apés a acetélise, pode-se fazer cortes 6pticos em
diferentes partes do grao, no polo, junto as aberturas, entre as aberturas, etc.

As observacBes destes dois tipos de analise nos ddo a interpretacio
correta da escultura e da estrutura da exina.

No caso da exina ndo ser lisa, muitos autores medem as malhas ou
saliéncias de superficie. N6s observamos que em geral estes padrdes sdo de
forma irregular tornando-se dificil uma medida precisa. Para darmos entdo
uma ideia do tamanho das malhas, rugosidades ou pequenas cavidades da
exina langamos mao da visibilidade destes relevos ao microscopio usando
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como limites, a visibilidade ao microscépio com as objetivas de 10x, 20x, 40x e
90x e uma ocular fixa de 12x. No microscopic Leitz Ortholux os aumentos
foram determinados com uma lamina micrométrica de um milimetro dividida
em cem partes. Esta escala foi projetada no mesmo plano da platina do mi-
croscépio por meio de uma cdmara clara usando as diferentes objetivas. A
projecdo foi medida e o aumento real foi calculado como sendo de: 140x —
270x — 600x e 1.200x.

O relevo serd muito grande quando fér claramente visivel a partir de 140x
de aumento; grande a partir de 270x; médio, a partir de 600x e pequeno a partir
de 1.200x. Na descricdo dos tipos polinicos ou na chave, os numercs 140, 270,
600 e 1.200 seguidos do sinal "’x'’ designam a partir de qual aumento o relevo &
observadocom nitidez,

d) MEDIDAS

No estudo detalhado do polem de cada espécie do Cerrado obedecemos
sempre aos critérios de medidas abaixo expostos (Salgado-Labouriau, 1966).

Para cada planta retira-se 0 polem de pelo menos trés flores a fim de
homogenizar as diferencas de tamanho entre o polem das diferentes flores.
Depois de acetolizado o polem & montado em diversas [aminas e as medidas
s3o tomadas no intervalo méaximo de uma semana apos a acetdlise.

A precaucdo de se manter constante e reduzir ao minimo o intervalo entre
a preparacio e a medida do polem se torna necessaria porque ja & muito
conhecida a tendéncia dos grdos de aumentar o seu tamanho apos a acetélise
{Faegri & Deuse 1960, Praglowski 19569, Martin 1959 e Aytug, 1960). Como a
exina é constituida de partes mais ou menos rijas e partes elasticas, o grao, ao
ser montado, leva algum tempo para estabilizar seu volume. Esta estabilizagéo
pode durar dias ou meses e varia de espécie para especie (Aytug 1960). Como
ja ressaltamos (Salgado-Labouriau et /. 1965) uma estocagem longa, antes de
serem tomadas as mensuracdes, sujeitaria os graos as condigdes externas de
umidade relativa do ar que certamente influiriam nas modificacdes de volume.
A determinacdc do tempo necessério para estabilizacdo do volume em cada
espécie ndo se justifica no presente trabalho por torné-lo extremamente lento.
Em vez disso, considerando os fatos acima, resolvemos que as medidas seriam
tomadas logo ap6s a acetdlise tendo por limite maximo uma semana. Fixando
e diminuindo o intervalo ao minimo os resultados serdo repetiveis @ compara-
vels.

As medidas sdo tomadas em diversas l&minas contendo o material
polinifero, medindo-se o maximo de 9 grdos em cada l&mina perfazendo um
total de 25 grdos para uniformizar a amostra. Usa-se uma ocular micrometrica
Leitz de fio mével com escala arbitréria de 12 divisSes, cada uma dividida em
100 partes por meio de um vernier (ndnio). A verdadeire grandeza foi calculada
a partir da medida de uma distancia de comprimento conhecido.
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Cada grandeza & medida em somente um gréo mesmo gue seja possivel,
pela posigdo, tomar-se outras medidas desta grandeza. Este é o caso principal-
mente dos espinhos. Os didmetros polar e equatorial sdo medidos no mesmo
gréo em vista equatorial e somente quando uma das aberturas se encontra
exatamente no meio do grio {fig. 524).

A relagao P/E € calculada a partir destes dois didmetros para a determina-
¢ao da forma em vista eguatorial. No caso dos gréos esféricos pantoapertura-
dos, como os da maioria das Malvaceas, Amarantaceas, etc., em que nio &
~possivel pela posicdo das aberturas determinar quais os dois didmetros, todos
0s gréps que apresentavam um poro no centro tiveram dois didmetros em
quadrante medidos, obedecendo ao critério de uniformizacio da amostra.
Neste caso a relagdo P/E fica entdo substituida pela relagdo Dy / Dy, que &
sempre igual a um. '

Quando os grdos de uma espécie, por sua forma especial, caem sempre
numa posi¢ao, & necesséric monté-los também em glicerina pura, para que
possam ser girados e medidos em outra posicdo. Este & o caso de Bombax,
que cai sempre em vista polar, Cuphea ingrata e C. thymoidas que caem em
vista equatorial, e muitos outros.

No polem com distribui¢do de aberturas em torno do equador (zonoaper-
turados) mediu-se em vista polar o seu didmetro maximo e o lado do apocolpio
para o calculo do indice da area polar (Faegri & lversen, 1950). Este didmetro
maximo nos gréos elipsoidais corresponde ao didmetro equatorial e nos graos
tetraédricos corresponde & mediana do tridngulo méaximo.

Os termos “digmetro méximo’” e “tridngulo maximo’ sdo obtidos por
meic de focalizagdo. Focaliza-se o gréo na superficie voltada para o observa-
dor e vai-se descendo a focalizagéo até atingir um tamanho maximo onde se
observa com nitidez a estratificagdo de exina. A partir dai ao se descer a focali-
za¢ao o didmetro vai diminuindo até gue a superficie exatamente oposta ao
observador & vista por transparéncia e ao avesso.

As mensuragdes das aberturas foram sermpre tomadas guando elas se
apresentavam no centro do grao e na superficie préxima ao observador.

Sempre que possivel 26 medidas foram feitas de cada grandeza. Para ca-
da medida é dada a faixa de variagéo (range) e sdo calculados, a média aritmeé-
tica, o erro (desvio padrdo da média), o desvio padrio da amostra e o coefi-
ciente de variabilidade. Somente as grandezas com coeficiénte de variabilida-
de abaixo de 1b6% s&o usadas para diferenciacio das espécies. Quando uma
determinada grandeza ndo puder ter 256 medidas, ou porque os grios ndo
param na posigao mensuravel, ou ndo sdo nitidamente visiveis ao microscopio
optico, dé-se somente a média aritmética,

As grandezas com coeficientes de variabilidade acima de-15% ou cuja
mensuracao de 25 grios ndo foi possivel, d4-se apenas a média aritmética que
€ usada somente para ter um grau de grandeza e evitar uma interpretacao sub-
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jetiva. Por exemplo, podemos afirmar que o polem das espécies do género Sy
da tem exina muito mais fina (3-5 w) que o género Pavonia (9-18 1)

Todos os critérios acima expostos foram os mesmos usados por noés
anteriormente quando fizemos a descricdo do polem de plantas do Cerrado
(Salgado-Labouriau, 1966).

No presente trabalho estes dados foram usados para a caracterizacio dos
tipos polinicos, porém as medidas de cada espécie, a ndo ser que se esteja
descrevendo pele primeira vez, se encontram no trabalho original, nas referén-
cias bibliogréficas de cada tipo.

e) DESENHOS

Todos os desenhos foram feitos em cémara clara. Casos especiais s&o
assinalados na legenda da figura. A representacdo dos grdos & de acordo com
a conveng¢ao amplamente aceita para ilustracdo de polem.

Para graos zonoaperturados representa-se 0 grao em vista polar e vista
equatcrial {cf. glossario). Na vista polar sempre uma abertura esta voltada para
baixo na pagina (ex. figs. b8, 69, 104, 336, 438). Os desenhos da vista equa-
torial, em geral, sdo esquematicos, baseados numa série de desenhos nesta
posicao e montados de maneira a mostrar a forma do grdo, a posi¢cdo e a forma
das aberturas {ex. figs. b9, 106, 333, 437}. Convencionalmente o grao deve ser
representado na posicaoc em gque uma abertura figue exatamente no centro da
mesma. As aberturas, em posicdo lateral, que estejam situadas na superficie
voltada para o observador, sdo representadas em linha cheia ao passo que as
que sao vistas por transparéncia séc feitas em linha tracejada. Para dar melhor
a idéia do relevo, em alguns casos, a vista equatorial ndo é esquematizada (ex,
figs. 71, 300, 303, 422).

Suplementa-se estas ilustragbes com desenhos dos detalhes. A estratifi-
cagcac geralmente & destacada do grao e colocada na gravura contornando a
posigdo do grdo de onde foi desenhada (ex. figs. 60, 67, 337, 439). Somente
NOS casos em gue a posicac é irrelevante, coloca-se a parte (ex. figs. 106 a
111). Por fim, quando o grdo é ornamentado, mostra-se através da analise de
LO (ex. figs. 56, 68) ou de detalhe em grande aumento {ex. figs. 57, 70, 331} o
tipo de ernamentacgao e/ou abertura.

Nos graos pantoaperturados sé se apresenta uma vista geral (ex. ﬂgs 2,4,
5, 131} juntamente com os desenhos de detalhes da exina.

Em todos os desenhos as escalas estdo colocadas de forma tal que as
linhas que as limitam estdo sempre voltadas para o desenho correspondente.
Assim na fig. 1 as linhas limites se acham voltadas para a direita onde se acha o
desenho correspondente ao passo gue na fig. 3 elas se acham voltadas para a
esquerda pelo mesmo motivo. Nas figs. 2 e 4 as linhas limites estdo para cima
cnde se acham as figuras correspondentes. Entre as figs. 20 e 26 as linhas limi-
tes da escala colocada entre elas sdo voltadas para cima e para baixo indican-
do pertencer a ambas estas figuras. O mesmo se da com as figs. 29 e 30,
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f) TERMINOLOGIA

Nossos trabalhos de descricdc de grios de polem até agora, foram -publi-
cados em inglés. Neles usamos basicamente a terminologia de Erdtman,
apresentada no glossario de seu livro “Pollen Morphology and Plant
Taxonomy — Angiosperms’’ {1952). Como estes termos séo em geral latinos,
aportuguesamos a terminagao para 0 Uso no presente trabalho. Assim colpus,
i sera colpo, exine sera exina, etc. Outros termos que poderiam ter tradug&o
em portugués, adotamos o termo de uso mais frequente no Brasil, procurando
desta forma evitar um uso excessivo de termos técnicos que dificultam o uso
das descricdes por ndo especialistas. Existem muitos trabalhos de polem publi-
cados em portugués por diferentes autores, com diferentes terminologias
(Salgado-Labouriau 1966). Deixaremos de lado estes termos ou definigdes e,
de conformidade com nossos trabalhos anteriores usaremos a nomenclatura
de Erdtman {1952). Um glossério dos termos empregados neste trabalho &
apresentado em anexo.

A distincdo grafica entre 0 nome da espécie botanica (grifado) e o nome
do tipo polinico (sem grifo) foi feita para que ndo haja dividas de que, guando
se refere ao polem existem, ou poderdo existir, outras espécies botanicas Cujo
polem cai, ou poderd cair, na descrigdo apresentacia,

g) RELACAO DOS HERBARIOS CONSULTADOS

(BHMG) — Instituto Agronémico de Minas Gerais.

{(HB) — Herbarium Bradeanum.

(R} — Museu Nacional.

{(RB) — Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
(SP) — |Instituto de Botanica de Sdo Paulo.
(UB) — Universidade de Braslilia.
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