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“Quanto mais aumenta nosso conhecimento,
mais evidente fica nossa ignorancia. ” (John

F. Kennedy)

“Se vocé comesse suas proprias palavras, sua
alma seria nutrida ou envenenada? ”

(Josemar Bessa — Adaptado)
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1. INTRODUCAO

Mais de 350 mil espécies de plantas sdo conhecidas e registradas, entre bridfitas,
pteridéfitas, gimnospermas e angiospermas (THE PLANT LIST, 2013). Apenas estas ultimas
perfazem quase 305 mil espécies. Entretanto, Paton er al. (2008) estima a existéncia de
aproximadamente 352 mil plantas com flores.

A divisdo de plantas espermatdfitas foi recentemente redefinida como:
gimnospermas — cicaddfitas, ginkgofitas, pindfitas e gnetdfitas; e angiospermas — magnolidfitas
(MOTTA; FURLAN, 2008; BRESINSKY e al., 2011). Todas estas plantas necessitam do
processo de polinizagdo para reproducdo, seja esta direta (autopolinizacdo) ou indireta
(polinizacdo cruzada), intermediada por fatores abidticos (dgua, vento e/ou gravidade) ou
bidticos (besouros, borboletas, mariposas, moscas, abelhas, vespas, aves, morcegos e/ou
humanos) (RECH et al., 2014; FREITAS, 2015).

Segundo Regal (1982), a proporcao de drvores e arbustos polinizados pelo vento é
reduzida em ecossistemas tropicais, assertiva endossada por Ollerton, Winfree e Tarrant (2011),
que ndo apenas ratificou a informacdo, mas quantificou-a. Estes ultimos afirmam que a
proporcao de magnolidfitas varia de 78% em biomas temperados a 83% em zonas subtropicais
e 94% em comunidades tropicais. Assumindo a estimativa de Paton et al. (2008) e considerando
as proporcdes de plantas com flores e de plantas polinizadas por animais em cada zona
latitudinal, concluiram que 87,5% das magnolidfitas existentes sdo bioticamente polinizadas
(OLLERTON; WINFREE; TARRANT, 2011). Além disso, 35% da producdo agricola mundial
¢ dependente desta polinizacao (KLEIN et al., 2007).

Abelhas sdo os mais relevantes agentes bidticos de polinizagdo. Atualmente,
existem mais de 19,5 mil espécies de abelhas registradas com nomes considerados vélidos
(INTEGRATED..., 2016). Contudo, Michiner (2007) estima a existéncia de aproximadamente
20 mil espécies de abelhas em todo o mundo. Segundo Silveira, Melo e Almeida (2002), “[...]
sao contabilizados 1576 nomes validos para as espécies de abelhas brasileiras e estima-se [...],
pelo menos, 3000 espécies. ” Na tultima atualizagdo da tribo Meliponini, promovida por
Camargo e Pedro (2012), foram reunidas 412 espécies de abelhas. De acordo com
Waldschimidt (2002), possivelmente ocorram cerca de 300 espécies de abelhas desta tribo no
Brasil.

Ante a interdependéncia entre animais polinizadores e as magnolidfitas,
pesquisadores t€ém empregado ateng@o ao declinio de polinizadores (POTTS et al., 2010) e suas

causas, tais como homogeneizacdo e perda de hédbitats (KENNEDY et al., 2013), espécies
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invasoras (STOUT; MORALES, 2009), mudancas climéticas (KERR et al., 2015) entre outros
(e.g. FURST et al., 2014; GODFRAY et al., 2015; MCMAHON et al., 2015; WILFERT et al.,
2016). Praticas como a implantacdo de sistemas agroambientais (BATARY er al., 2015) elou
uso moratério de pesticidas (DICKS, 2013) tém sido utilizadas a fim de mitigar os efeitos
causais do declinio, muito embora tardiamente (BROWN et al., 2016).

Brown et al. (2016) apontam que, ao invés do uso de meios mitigatdrios, se deve
atentar a antecipacao de potenciais ameacas ou oportunidades, permitindo assim a implantagao
de politicas e préticas preventivas do declinio de polinizadores, garantindo a sustentabilidade
destes e de seu servico ecossistémico — e.g. polinizagao.

A conscientizacdo e educagcdo ambiental, a restauracdo de hdbitats, 0 manejo e
criacdo de polinizadores e a formulacdo de politicas publicas (ALVES-DOS-SANTOS;
AIZEN; SILVA, 2015) compdem rol de acOes favoraveis que visam barrar o avanco do declinio
de polinizadores. Exemplos praticos destas sdo: o uso controlado de pesticidas —i.e. quantidade,
qualidade, concentragdo e horario de aplicacdao adequados (ALVES-DOS-SANTOS; AIZEN;
SILVA, 2015); a meliponicultura e o manejo de abelhas solitarias e semissociais (ALVES-
DOS-SANTOS; AIZEN; SILVA, 2015); a recuperacdo e enriquecimento da flora nas areas de
entorno das culturas (SILVA et al., 2014); a instalacdo de corredores ecoldgicos (ALTIERI;
SILVA; NICHOLLS, 2003; WITTER et al., 2014); e a implantacdo de jardins de polinizadores
em dreas urbanas com plantas selecionadas e disponibilizacdo de locais de nidificacdo para as
abelhas (FRANKIE et al., 2009).

Isto posto, € de clareza solar a importancia dos estudos em ecologia da poliniza¢do
como ferramenta de fomento a restauracdo, conservacdo e promoc¢do das populacdes de
polinizadores. Para tanto, é primordial “identificar padrdes de organizacdo das interacdes
planta-polinizador, ou seja, quem sao as espécies, quais suas caracteristicas e com quem
interagem. ” (FREITAS et al., 2014 — grifo nosso). Desta forma, a Palinoecologia — ciéncia
que estuda a dispersdao de pdlen por diferentes agentes — tem suportado “estudos sobre as
interacOes estabelecidas entre abelhas e plantas e tem subsidiado a elaboracdo de planos de
manejo e conservagao, tanto para as abelhas, como para as espécies de plantas por elas visitadas

e/ou polinizadas. ” (RCPOL, 2016).



11

2. LOCAL DE ESTAGIO

Realizado principalmente no ambito do Departamento de Ecologia do Instituto de
Biociéncias da Universidade de Sdo Paulo (IB/USP), mas ndo se restringindo a este, e sob
supervisdo da Prof. Dra. Astrid de Matos Peixoto Kleinert, o Estagio Supervisionado em
Ecologia de Abelhas compreendeu diversificadas atividades tanto internas quanto externas ao

Laboratério de Abelhas daquela instituigao.

2.1. Universidade de Sdo Paulo (USP)

Com um histérico de mais de 80 anos de pesquisa e ensino, esta institui¢ao €
conhecida como a melhor e mais produtiva universidade do pais. A qualidade da formacao
oferecida estd ratificada, inclusive, nas notas de conceito que recebem e na demanda
internacional de vagas em seus cursos de graduacdo e pos-graduacido, bem como na recepgao
de especialistas de todo o mundo em busca do compartilhamento ou aquisicdo de
conhecimentos.

“O Instituto de Biociéncias (IB) foi criado em 1969 com
a Reforma Universitiria. Da sua constituicdo faziam parte os
Departamentos de Biologia, Boténica, Fisiologia e Zoologia,
estabelecidos em 1934 na antiga Faculdade de Filosofia, Ciéncias e
Letras, e nela fundados quando da criacdo da Universidade de Sao
Paulo. (....). Além de suas atividades didaticas, o Instituto tem uma
longa tradi¢do de pesquisa, iniciada nos departamentos ja em 1934 por
seus fundadores. ” (INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, 2016)

“O Departamento de Ecologia foi criado em 1976, e
instalado em 1977, nas dependéncias do Instituto de Biociéncias da
Universidade de Sdo Paulo, por docentes provenientes, em sua maioria,
dos Departamentos de Botanica e de Zoologia. Dois docentes dos
Departamentos de Fisiologia e Genética e Biologia Evolutiva juntaram-
se ao corpo docente fundador. Atualmente, possui 22 docentes ativos (3
titulares, 3 associados, 16 doutores) e mais dois docentes aposentados
(titulares), cadastrados no Programa Professor Sénior, e um professor
visitante, que trabalham com questdes relacionadas a ecologia,
evolucdo e conservagdo bioldgica, tanto em ambientes terrestres como
aquaticos. O corpo técnico-administrativo € composto por 9 técnicos de
laboratorio (dois com nivel superior e sete com nivel médio), 1 técnico
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de informatica (nivel médio), 3 técnicos administrativos (nivel médio)
e 2 técnicos nivel basico.

(..)

O Programa de P6s-Graduacdo em Ecologia, credenciado
em 1982 para o Mestrado e, em 1993, para o Doutorado, conta
atualmente com 29 orientadores e 40 alunos de mestrado e 33 alunos de
doutorado matriculados. Ja conferiu 244 titulos de Mestre e 126 titulos
de Doutor. No ultimo triénio (2010-2012), foi avaliado com conceito 6
pela CAPES.

(...)

Uma caracteristica do Departamento de Ecologia é a
constante troca de experiéncias com outras Universidades, do Brasil e
do exterior, expressa tanto através de convénios, formais e informais,
como pela vinda de professores visitantes, tanto para estadias de curta,
como de longa duragdo. ” (DEPARTAMENTO DE ECOLOGTIA, 2016)

2.2. Laboratério de Abelhas (BEELAB)
R

O Laboratorio de Abelhas da USP € repleto de colmeias de abelhas nativas e ninhos
de abelhas solitdrias, tanto na parte externa como na parte interna. A estrutura disponivel
oferece ainda refrigeradores, estufas BOD, lupas e microscépios com cameras e computadores
dedicados, computadores, biblioteca especializada, bancadas para estudo e experimentacdo,
gaiola de voo e a Colecao Entomoldgica Paulo Nogueira Neto (CEPANN).

O destaque em tecnologia € o microscopio utilizado nos estudos palinoldgicos. Da
marca Leica, modelo DM4, essa maquina é equipada ainda com camera Leica MC 170 HD e
com o programa LAS 4.0 para aquisi¢do e tratamento de imagens com escala e alta resolucao.
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

O estdgio compreendeu de partes tedrica e pratica, sendo a primeira desenvolvida
exclusivamente no dmbito da Universidade de Sao Paulo e a segunda, interna e externamente a
esta instituicao.

3.1. Estudos de Ecologia e Palinologia

Durante todo o periodo de estdgio aprendi sobre ecologia e palinologia através da
leitura de livros (em especial “Ecologia: De individuos a ecossistemas” de Begon, Harper e
Townsend e “Ecologia da Polinizacdo” de Rech, Agostini, Oliveira e Machado) e artigos, de
instrucdes dos professores e alunos de poés-graduagdo que desenvolviam trabalhos no

laboratorio etc.

3.2. Expedicdo cientifica

Como parte das atividades externas ao Laboratério de Abelhas, numa viagem ao
municipio de Aquiraz, estado do Ceard, foi realizada a coleta de material para analise no
Melipondrio do Sr. Ximenes e em seu entorno, compreendendo a um raio de 400 metros a partir
do ponto onde localiza-se o referido melipondrio. O controle da 4rea a ser estudada foi feito

através da marcacdo do local de coleta das espécies com o auxilio de um aparelho GPS.

3.2.1. Coleta de plantas

A coleta de plantas foi realizada no municipio de Aquiraz, em dreas de mata nativa
e em dreas de cultivo de frutiferas — e.g. coqueiral, pomar de sapotizeiros e cajueiral. Todos os
espécimes coletados foram acondicionados em prensas de madeira com divisérias de jornal e
papeldo entre cada amostra. Ademais, foram coletados botdes florais em pré-antese, os quais
foram armazenados em tubos tipo Falcon e posteriormente submersos, no mesmo recipiente,
em dlcool 70%. Todo o material era identificado por marcacdo numérica, a qual era registrado
em ficha catalogréfica, onde as demais informacdes disponiveis sobre o espécime coletado eram

anotadas, tais como nome popular, cor da flor, porte e hdbito da planta, geolocalizagdo etc.

3.2.2. Coleta de polen apicola
O podlen apicola foi coletado de potes de alimento recém-fechados ou em
aprovisionamento, de quatro colonias de cada uma das quatro espécies nativas de abelhas do

género Meliponini. As amostras foram coletadas com ferramentas limpas, a fim de evitar a
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contaminagdo com poélens provenientes de outras colOnias, € armazenadas em recipientes de

pléstico vedados, individuais a cada coldnia.

3.3. Preparo e armazenamento de amostras

Todo o material coletado em campo fora tratado e preparado para armazenamento
e posterior processamento e andlise. Ressalta-se a importancia do cuidado essencial durante o
preparo e armazenamento das amostras, uma vez que estas podem ser facilmente contaminadas
com material polinico de outras amostras, comprometendo o resultado obtido nas etapas
posteriores.

De cada espécime de planta coletado foram preparadas trés amostras contidas de
ramos com folhas, botdes florais, flores e, quando possivel, frutos. Cada amostra de planta fora
posta em prensas confeccionadas com jornal, papeldo, madeira e corda, e posteriormente

levadas a estufa para secagem, num processo conhecido como herborizacao.
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3.3.1. Exsicatas

Exsicatas sdao fragmentos de um vegetal herborizado, dispostos em cartolina,
acompanhado de etiqueta com informagdes diversas sobre o espécime e armazenados em um

herbério. Estas, entdo, foram confeccionadas em laboratério e enviadas ao especialista em
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identificacdo de plantas para ratificacdo ou retificacdo das informacdes tomadas em campo

acerca dos espécimes coletados.

3.3.2. Botoes florais

Em laboratério e com auxilio de lupas e outros instrumentos, os botdes florais foram
dissecados para extragcdo das estruturas onde o pdlen esta contido. Em seguida, as anteras foram
maceradas com dlcool e filtradas em pequenas peneiras de aco previamente flambadas,
armazenadas em tubos tipo Falcon por, pelo menos, 24 horas.

Em casos onde os botdes florais eram muito pequenos e com dificil acesso as
estruturas que contém material polinico, estes foram macerados integralmente com auxilio de
bastdes de vidro e submetidos a filtragens sucessivas, a fim de reduzir a quantidade de material

vegetal indesejado na amostra.

3.3.3. Polen apicola

As amostras coletadas nos potes de pdlen das coldnias foram homogeneizadas
cuidadosamente com bastdes de vidro limpos, garantindo a integridade dos grdos, e
individualmente, a fim de evitar contaminagdo cruzadas nas amostras, e delas fora retirada uma
pequena aliquota para a formacdo de amostras a serem acetolizadas. Estas amostras foram
armazenadas em dlcool por, pelo menos, 24 horas, afim de reduzir o teor de d4gua nas aliquotas

selecionadas para andlise.

3.4. Processamento de amostras
Ap6s o preparo, as amostras de pélen provenientes dos botdes florais e das coldnias,
previamente deixadas em submersdo alcodlica por 24 horas, foram centrifugadas e todo o dlcool

foi descartado para que o protocolo de processamento das amostras (acetdlise) fosse iniciado.

3.4.1. Acetolise

O processamento foi realizado no Laboratério de Abelhas do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceard, o qual conta com completa aparelhagem e
equipamentos para a realizac¢do segura do processo — e.g. capela de exaustao com fluxo laminar,
equipamentos de protecao individual (EPIs), banho maria com controle de temperatura etc. —
pois este € um processo com alto risco de acidentes quimicos, fisicos e biologicos — i.e. lida
com objetos perfurocortantes, quimicos altamente corrosivos, substancias toxicas € materiais

aquecidos a temperaturas danosas.
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O processo de acetdlise (ANEXO I) comeca desde o preparo da amostra.
Posteriormente ao preparo, esta deve ser centrifugada e o élcool sobrenadante eliminado
rapidamente, afim de evitar a perda de material. Conseguintemente, hd a adicdo de dcido aético
glacial a amostra e, mais tarde, nova centrifugacdo e elimina¢do do sobrenadante. Desta feita,
procede-se a adi¢do da mistura de acetdlise as amostras, as quais devem ser levadas a coccao
em banho maria. Depois do cozimento, os tubos devem ser fechados, agitados manualmente,
centrifugados e a mistura sobrenadante eliminada. Nesta etapa, deve ser feita a lavagem da
amostra com 4dgua destilada e posterior centrifugacdo, a fim de eliminar o excesso de mistura
de acetdlise. Por fim, € feita a adi¢ao de solugdo de glicerina, na qual a amostra deve permanecer

para que os graos embebam a solugdo.

3.5. Analise de amostras

Um laminério contendo aproximadamente 300 1aminas palinolégicas, entre laminas
do tipo permanente e semipermanente, foi confeccionado para que fossem analisadas sob
microscopia optica.

Contidas de material polinico in natura ou acetolizados, montados em gelatina
glicerinada de Keiser (daqui por diante, GGK), estas podem ser dos tipos permanente,
semipermanente ou de suspensdo e sao usualmente analisadas sob microscopia 6tica (MO) ou
eletronica (ME). Através destas laminas sdao obtidas imagens dos pdlens e de seus caracteres,
os quais sdo utilizados para a identificacdo e caracterizagdo dos mesmos. Comumente sao
tomadas imagens das visOes polar e equatorial dos pdlens, bem como das ornamentacdes e
estruturas da exina. O preparo das laminas e da GGK serdo melhor detalhados nos Anexos I e

II, respectivamente.

3.5.1. Andlise qualitativa

Consistiu da tomada de imagens dos caracteres morfologicos dos graos de pdlen,
reservando maior riqueza de detalhes aos graos extraidos de botdes florais, posto que estes serao
parte do material de referéncia para a identificag@o das espécies vegetais. De forma padronizada
e sempre que possivel, foram tomadas as seguintes imagens: vista polar; vista equatorial;

ornamentacao; exina; e elementos ornamentais — e.g. espinhos.
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3.5.2. Andlise quantitativa

Laminas com material polinico proveniente das coldnias sdo as elegiveis a este tipo
de andlise, uma vez que ela identifica, principalmente, a diversidade de plantas visitadas por
aquelas abelhas num dado periodo de coleta. Para esta andlise sdo contados e registrados os
primeiros 400 graos de pdélen, tomando-se nota de quantas unidades de cada tipo polinico foram
observadas. Este registro ¢ sumamente importante, posto que a constru¢do dos indices
ecoldgicos é depende destes.

A determinacdo de indices ecoldgicos é obtida através do conhecimento das
espécies e de sua frequéncia dentro da amostra. Permitem, portanto, saber o qudo importante é
cada uma das espécies estudadas na composi¢do da comunidade. No caso de andlise
palinoldgica das amostras obtidas das corbiculas ou em potes de polen das abelhas, espécies
com maior frequéncia tém maior importancia como fonte de recurso proteico, mas nao
energético. Para identificacdo de importantes fontes de recursos energéticos, portanto, seria
necessdria a andlise de amostras obtidas em potes de mel. Assim, os indices a seguir podem
elucidar quantas e quais sdo as plantas utilizadas como fontes de recursos troficos, seu nivel de
importancia para uma dada espécie e, ainda, permitir a caracterizacdo das espécies, por
exemplo, como especialista ou generalista.

A saber, os indices ecoldgicos mais utilizados atualmente em estudos de
determinac¢do de tamanho e diversidade do nicho tréfico das diversas comunidades de abelhas
sdo:

e Riqueza de espécies;

e Frequéncia especifica;

e Dominancia de espécies — indice de Berger-Parker;

e Diversidade de espécies — indice de Shannon-Weiner;
e Equabilidade de espécies — indice de Pielou; e

e Sobreposicdo de nicho tréfico entre espécies — indice de Pianka.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A producdo cientifica multidisciplinar mostra a importincia da
complementariedade entre as ciéncias, posto que a abordagem multilateral de problemadticas
tende a gerar solugdes acertadas, uma vez que estas apresentam correlagdes de causas e efeitos
no objeto de estudo que sao melhor tratadas quando a conjuntura é analisada sob diferentes
perspectivas cientificas. Ou seja, diferentes dreas da ci€ncia desenvolvem conhecimento e
tratam de um mesmo assunto de formas particulares, que sempre convergem a um ponto comum
— o melhoramento. Entretanto, a juncdo dos conhecimentos projeta solu¢des mais apuradas e,
por vezes, com menores impactos negativos aos sistemas.

Estagiar junto a um grupo de pesquisa cientifica embasado principalmente em
ecologia de abelhas me fez conhecer novas abordagens pratica e cientifica da producdo, manejo,
conservacgao e preservacao de abelhas e seu nicho ecolégico.

Para além dos trabalhos pertinentes ao estigio, tive a oportunidade de assistir a
apresentacoes de trabalhos de pesquisadores brasileiros, alemaes e austriacos sobre palinologia,
ecologia e biologia de abelhas, os quais contribuiram de forma singular para meu
enriquecimento intelectual e cientifico.

A vivéncia em um dos grupos de pesquisa mais proeminentes do pais, com
profissionais de diversas dreas da ciéncia e de diferentes paises, me possibilitou ndo apenas a
aquisicdo de novos conhecimentos ou a praticas das linguas inglesa e alemd, mas também o
conhecimento e experimentacdo de novas dindmicas de grupos de trabalho.

Por fim, a vivéncia proporcionada pelo estadgio no IB/USP foi conditio sine qua non
haveria tamanho amadurecimento e enriquecimento profissional e pessoal. Ademais, trouxe

consigo a ratificagdo do que viso para carreira profissional: o magistério e a pesquisa cientifica.
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ANEXO I - CONSTRUCAO DE UMA PALINOTECA

Extraido do livro “Catalogo polinico das plantas usadas por abelhas no campus da
USP de Ribeirdo Preto”, de Claudia Inés Silva e colaboradores.

CATALOGO
POLINICO

das plantas usadas por abelhas no
Campus da USP de Ribeirdo Preto

Clédudia Inés da Silva (Organizadora)
Vera L Imperatriz Fonseca
Milton Groppo
Soraia Girardi Bavermann
Amtonio Mauro Saraiva
Hisa Pereira Queiroz
Andréia C. Pacheco Evaidt
Kiitia Paula Aleixn

Jodo Paule

Mauricio M. N. Casl

Leticia Biral de Faria
Maria 1. Ferreira Caliman
Jorge Luiz Waolff
Hipdiito F. Paulino Neto

Carlos Alberto Gardfalo

Procedimentos adotados para a constru¢do da Palinoteca do
Laboratoério de Palinoecologia do Departamento de Biologia
da FFCLRP-USP

Durante o periodo de margo de 2010 a abril de 2012 foram amestrados botdes florais
em pré-antese das espécies que floresceram na 3rea amostrada (298 spp.) e com
esses foi construida a Palinoteca do Laboratdrio de Palinoecolegia do Departamento
de Biologia da FFCLRP-USP (ver Silva et al. 2014).

Para a construgao de uma Palinoteca & importante ressaltar os cuidados com a coleta
e o procsssamento das exsicatas que devem ser incorporadas no herbario. Cada

herbaric tem normas para o processamento do material botanico. Para isso, antes
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de inidar uma colegdo & recomendado que s¢ja inicalmente feito o contato com o
curador do herbario, onde serao incorporadas as exsicatas.

Para cada espécie de planta & importante coletar no minimo quatro réplicas, contento
folhas, flores e botdes florais em pré-antese. Quando puder, coletar sempre mais
botdes florais e logo apds o procedimento de desidratagdo mantenha-os em saguinhos
de papel juntamente com as exsicatas no herbirio, cu se preferir, pode manté-los
em uma caixa organizadora com tampa (deixando-a bem fachada), contendo no seu
interior silica gel e pastilhas de canfora (quando possivel).

Aidentificagao do material botanico deve ser feita por espedialistas, para evitar conflitos
e problemas taxondmicos. Silva et al. (2010, 2012) sugerem que seja mantido na
etiqueta da exsicata, o nimero da l3mina depcsitada na Palinoteca correspondents
a0 espicime de cnde foram retrados os graos de pdlen. No presents Catilogo
Polinico s30 apresentadas formas para facilitar a compreensao dos procedimentos
para a preparagac do material polinico com base em informagdes disponives na
lteratura relacionada (Hyde e Williams 1945, Erdtman 1952, 1960, Barth 1965,
Salgado-Labouriau 1973, Melhem 1978, Mcore e Webb 1578, Valdés et al. 1987,
Barth & Melhem 1988, Moret et al. 2000, Barth 2003, Melhem et al. 2003, Punt
et al. 2007, Hesse et al. 2003, Silva et al. 2010, Bavermann et al. 2013) e a seguir
530 apresentados passo a passo algumas recomendagoes para a preparagao de uma
Palincteca.

Coleta e preparacdo do material polinico

Apds a coleta, os botces florais em pré-antese, devem ser macerados com o auxdlio
de bast3o de vidro de 5 mm, com ponta arredondada, scbre uma peneira de 5 om
de diametro, com malha de 0,5 mm (do tipo para cha), adaptada a um Becker de 25
mL (Figuras 1A-D). Durante esse processo dz maceragio, o pdlen s2ra separado do
restante do material vegetal. Lavando o material floral com dlcoc! 70%, o pdlen e
pequenas partes dos botdes florais ficardo suspensos no Becker (Figuras 1E-L). Apds
a preparagac do material polinico, esse deve ser submetido ao processo de acstdlise
preposto por Erdiman (1960).

Esse processo @ 0 mais indicado para a preparagao dos gracs de pdlen, pois permite 3
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melhor visualizag3o das caracteristicas morfoldgicas para a sua descricao.

A partir desse ponto & fortemente recomendado que todos os procedimentos de
trocas de dcidos sejam feitos em capela de exaustac de alta poténcia, usando sempre
avental, luvas de procedimentos, éculos de protegao e méascara de carbono.

Figura 1 - Método de prepagio do material polinico retirade dos betdes florais em pré-amese. A-D: matenial uzado
para & maceragic dos botdes fiorais em preamese -G maceracio e lavegem com Sicodd 70% do material vegetal H:
identficagso da amasira no tube do tpo Faloon, |: tramelerénda do material pelinico no dkool pare o tubo J: centrifuge.
K-L: material polinico apds a centritugecia

Processamento do material polinico antes da acetolise

Em um tubo do tipo Falcon com capacidade para 15 mL, ancte as informagdes a
respeito da origem do material (Figura 1H). Para isso, recomendamos a preparacao
de uma base de dados no Excel, ou outro programa que seja adequado, onds dave
ser mantide um cddige alfanumérico que representard a identidade do material a ser
estudado (por exemplo, Pla001 = espéce de planta nimero 1). Para cada espécie de
planta, deve ser tomada nota do nome do local de coleta, lecalizagio geografica, tipo
de vegetag3o, data, familia e espéde da planta corespondente. Contudo, apenas o
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cddigo alfanumérico dave ser colocado nos tubos para evitar informagoes demasiadas.
A organizagao dos dados & fundamental na Palinologia.

Apds a identificacao dos tubos, o5 mesmos devem ser organizados em uma grade de
metal revestida de PVC, que confere resisténca a0 banho-maria. Uma vez organizados
o5 tubos, © material polinico anteriormente depositado no Becker, apds o processo
de maceragao, deve ser cuidadosamente transferido para o tubo, previaments
identificado (Figuras 1-L). £ recomendado o uso de 4 mL de alcool 70%. O material
deve permanecer por pelo menos 24 horas no alcool 70%.

Apds as 24 heras, o5 tubos devem ser levados para a centrifuga, onde serdo
centrifugados por 10 minutos a uma rotag3o de 2.000 rpm (rotagao por minuto).
Depois do material polinico centrifugado, dever ser retirado o alccol, girando
rapidamente o tubo para baixo até que saia 0 maximo pessivel (se o tubo for girado
lentamente, & possivel que haja perda de material). Apds dzsprezar o dleool, adicons
ac material polinico 4 mL de &cido acético glacial. Esse procedimento deve ser feito
em capela de exaustio (Figura 24), com o audio de pipeta de vidro e pipetador. 3
importante ressaltar aqui ¢ uso de luvas de procedimento e mascara de carbono para
evitar contato fisico e inalagdo do acido, respectivamente.

Antes de colocar a mistura de acetdlce, manter o material polinico pelo menos 24
horas no &cido acético glacial. Apds esse periodo, o material palinico mantido nesse
acdo deve ser centrifugado por 5 minutos a uma rota¢ao de 2.000 rpm.

Preparacdo da mistura de acetdlise

Faga o cakulo de 5 mL da mistura de acetdlisz para cada amestra. 530 nove partes
de anidrido acético para uma de dddo sulfirico (9:1). Em hipdtese alguma essa
preporgao deve ser invertida.

A mistura de acetdlize deve ser feita em um baldo de vidro (250 mL) que deve
estar dentro de Backer (1.000 mL) com bastante gelo (Figuras 2B-C). No baldo dz
vidro, coloque o anidrido acético com auxilio dz uma pipeta e um pipetader. Apds

colocado o anidrido acético, adicionar vagarosamente, gota a gota, o acido sulfirico.
Cuidadosamente, misture a solugao com bastao de vidro (30 cm), no sentido horério
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e anti-hordrio, até que a mistura esteja homegénea (cerca de 30 segundos).

A mistura de acetdlise deve ser feita no momento em que for uzd-la e nao deve ser
de forma alguma, estocada.

Aplicacdo da mistura e acetdlise no material polinico

Antes da aplicagdo da mistura de acetdlise, o material polinico mantido no acido
acético glacial deve ser centrifugado, conforme apresentado anteriormente e o acido
descartado em recipiente apropriado, de preferéncia, em frasco de vidro 3mbar.
O residuo do &cido acético glacial deve ser mantido em seguranga e identificado
conforme as normas do Laboratério de Residuos Quimicos (LRQ) (ver o madele na
Figura 2G).

Apds retirar o acido acético gladal, acrescente 5 mLda mistura de acetdlise e mantznha
o5 tubos abertos com um bastac de vidro no seu interior (Figura 2D). Leve os tubos
com a mistura de acetdlise, organizados em uma grade, até o banho-maria contendo
&gua aquecida a 80° (Figuras 2H-1). Mantenha o material polinico em cozimento por
3 minutes. Normalmente, esse & o tempo em que a dgua atingird 100°C. Acompanhe
a temperatura utilizande o termémetro digital acoplando ac banho-maria e se n3o
houver use um termémetro manual. Com o bast3o de vidro, misture delicadamente o
material sedimentado para que o5 gracs dz polen sejam homegensizados e tratados
da mesma forma. O material polinico mudara rapidamente de cor apds a introdugao
da mistura e se tornara mais escuro a cada minuto no banho-maria,

Apds o cozimento do material polinico, retire cuidadosamente o bastao de vidro, feche
bem o tubo e agite-o manualmente. Posteriormente, centrifugue o material polinico
por 3 minutos a 3000 rpm. Depois de centrifugado, a mistura de acetdlise deve ser
cuidadosamente descartada em frasco de vidro dmbar, devidaments identificado.
O residuo da mistura de acstdlise deve ser mantido em seguranga e identificado
conforme as normas do Laboratdric de Residuos Quimicos (LRQ) (ver o modelo da
etiqueta na Figura 2G).

Apds o descarte da mistura de acetdlise, adidone 10 mL de sgua destilada com o
awilio de uma pisseta. Feche o tubo e agite-o bem para que o material polinico seja
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bem lavado e assim, retirado o excesso da mistura de acetdlise. Se necessario repita
o procedimento dz lavagem mais de uma vez. Se formar espuma, adicione algumas
gotas de dlcool absoluto ou acetona, até que se desfaca a espuma.

Apds a lavagem, centrifugue novamente o material polinico por 3 minutos a 3000
rpm e em seguida, descarte 3 3gua e adidons 2 mL de glicerina 50% (glicerina PA.+
dgua destilads) com o auxlic de uma pipeta do tipo Pasteur.

E recomendado que o material polinico s2ja mantido por pelo menos 30 minutos na

agua glicerinada, para que os graos de pdlen embebam antes dz iniciar as anilises
polinicas.

[ LR - USP Campas B teirio P
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Figura 2- Preparag 3o do material antes da acetdlise do pélen. A: Capela de exaustho, contendo no sew inericr o banko-
maria. B: reagentes e vidrarias w=ads no p da scetbine C Becker do gtdo e um balSc com um bastio

de vidro ro seu interice D: grade de metal revestida de PVC para colocar o4 tubes do tipo Falion com a3 ammtras E:
Resgenes usados ne proceso de acetélee. F: Frascos identficadi, sendo o da direita preparado cuidadosamente para
0 descarte da mistura de acetdlize Go Modelo da etiqueta par identificagBo do material quimico para tratamento na
setor de quimica resporedvel na Instituigic H-t amosta no banho-maria.
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Preparagdo das ldminas

Para cada amostra de material pclinico, preparar trés laminas (réplicas). Antes da
retirada do material polinico dos tubos, & necessirio centrifugar as amostras por 3
minutos a 3000 rpm. Apds a centrifugagao, deixe os tubos virados com a boca para
baixo, sobre um papel absorvents para que o excesso da glicerina escorra.

Enquanto isso, corte a gelatina de Kisser (Figuras 3L-N) em cubinhos de
aproximadamente 2x2x2 mm, com awxilio de uma espitula. Antes de colocar o
cubinho de gelatina em contato com o material polinico & importantissimo que o
mesmo s2ja bem homogeneizado, prindpalments se o material polinico for aquele
coletado pelas abelhas. Depoks de homegensizar o material polinico, pegue o cubinho
de gelatina com auxilio de um estilete e cuidadosaments intreduza-o até o fundo
do tubo. onde estd depositado o pdlen. Apds o contato com o material polinico, o
cubinho com a gelatina ficara completamente coberto por graos de pdlen. Cologque-o
ent3o no centro da lamina, onde deve ter um circulo feito com parafina histoldgica.

Aqui s2ra apresentada uma técnica simples, porém muito eficents, de como fazer
o circulo de parafina nas laminas. A forma mais tradidonal & colocar a parafina
granulada, ou raspada em pequencs fragmentos no centro da lamina (Figuras 3A-C).
Fazer o drcub dessa forma é dficil, demorado e requer muita habilidade manual.
Durante a preparagao de [3minas durante o deservolvimento do meu doutorade, eu
sempre me perguntava 32 n30 havia uma forma mak répida e pratica para agilizar
o processo de colocagio da parafina, até que um dia olhei para uma tampa do
tubo de ensaio e pensei se daria certo carimbar um circulo de parafina no centro da
ldmina. Eis que dessa idzia surgiu um paqueno “carimbo” feito com tampa de tubo
do tipo Falcon e parafina derretida (Figuras 3C-J). Com isso, as laminas podem ser
preparadas e guardadas em caixas apropriadas, bem fechadas, para assim usé-las
quando necessario. Além de ser mais pratico e ripido, com esse método, é possivel
acertar mais faclmente a quantidads de parafina que ird compor o circulo, sem deixar
excesso para limpar postericemente.

26 CATALOGO POUINICO

25



Figura 3- Preperacio das Bmings com o material polinico para incorporar na Pal A: Perafina hi

B-C:Parafina granulaca e limina com grinulos de parefina dzposta em circulo D-E:Pecages de parafna sendo
derretidos e limina com dirculo de parafina derretida F: Placs aquecedora usads para derreter 3 perafing ¢ distender
o material na limina G-1: Material usado para confectionar um carimbo para preperacia do ciraulo de parafina na
Liming (palito de bambi e tamps do tubo tipo Fakan) K- Cireulo feito com parafing derretids contendo em seu centro
um cwbo de gelatina com o material polnika L-M: Material usado para a preparag3o da geletina de Kiser (fenol e
gelating incoler). N: Placa de Petri com gelating de Kisser O-P: Material usado pata preparar o3 estletes (palto de
bambu e alfirete entomoiégicn). Q-R: Retrady da ammstra de pélen do tubo 2pés a acetblee. 5 Liminag preperadas
com perafina grarulads e parafing derretids.
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Depois de feito o circulo com a parafina e colocado no seu interior o cubinho de
gelatina contendo o material polinico (Figuras 30-5), dever ser colocada a laminula
scbre o material e posteriorments, a lamina deve ser colocada em uma placa
aquecedora, a uma temperatura de 60°C. £ importante gue a l3mina n3o permanega
por muito tempo na placa, para evitar que o material superaqueqa e o3 graos dz pdlen
estourem cu formem bolhas no material distendido.

Apds a preparagao das ldminas, essas devem ser limpas, identificadas com etiqueta
padrao e acondicionadas em laminarios, de preferénda na posigao horizontal.

O material polinico restante do procedimento de acetdlise pode ser armazenado
em 2 mlL de glicerina 50% em criotubos bem vedados, por tempo indeterminado.
Guarde seus criotubos devidamente identificados em caixas plasticas apropriadas e
devidamente identificadas.

Organizagéo de uma Palinoteca

Segundo Silva et al. (2010, 2012), & importante que as Palinotecas estejam vinculadas
acs herbérios. £ fundamental que na etiqueta da exsicata tenha o ndmero da l3mina
preparada com os graos de pdlen correspondente ao espécime de planta, como dito
anteriormente. Da mesma forma que na etiqueta da lamina, deve ser apresentado o
ndmero de registro da exsicata no Herbdrio. Assim, caso algum dia seja necessirio
conhecer as caracteristicas da planta ou do pdlen de uma determinada espéde de
planta, as informagdes estarao mais facilmente acessiveis. A organizagao, desdz a
coleta das plantas até a inclus3o de uma lamina na Palinoteca & de responsabilidade
do pesquisador que a prepara.
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ANEXO II - GELATINA GLICERINADA DE KEISER

Extraido de “Workshop: Gelatina Glicerinada de Keiser”, de Rafael Alves
Ramalho.

Universidade Federal do Ceara
®E Grupo de Pesquisas com Abelhas

el iR KBt AR e de Kelser

Rafael Alves Ramalho

Aluno-pesquisador CNPg/PIBIC-UFC
mf'auinmalhuﬂal_ﬂ.ufc.hr

[Beeefirmy, 1880

Irearurenis, Prégarrengs . Conserviremgamelbodsnade.
A pelatina glicerinada utilizada I Wrkirsn c Berideny soet ks B ek
{ atualmente fora proposta pelo Dr. Edward ;
Kaiser, em Berlim, em 1880,

A publicacdo foi feita na revista
Batanisch Zentralb, artigo “Verfahren zur
Herstellung einer todellosen Glycerin-
Gelating” (Processo para a preparagio de
uma gelatina glicerinada impecivel), » &
amplamente citada ate os dias atuais.
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Maguela publicaco, Dr. Kaiser sugeriu que a fosse diluida uma parte em
peso da melhor gelatina francesa em seis partes em peso de agua destilada, durante
duas horas; adicionar-se-ia, entao, saete partes em peso de glicerina quimicamente
pura & atribuir-se-ia, a cada 100 gramas da mistura, um grama de acido carbdlico
concentrado.

Em seguida, toda a mistura deveria ser aguecida durante 10-15 minutos,
com agitacdo constante, até todos os flocos formados dezapareceream.

Finalmente, a decocclo seria filtrada ainda quente em 13 de vidro muito
fina, a qual teria sido previamente lavada com Agua destilada e colocada, ainda
melhada, ne funil.

A pelatina glicerinada #& particularmente notdvel na indusdoc de
preparagies botinicas. Além disse, & excelente meio de montagem para objetos a
serem cortados.

HEALTH HAZARD LABEL - Indica perigos & sadde.
wlarcinGgénions

ahutagénicos

aSengbilizador respirabdng

sToxiCilade por aspiracio

wTnxicidade nos drg#os atvo

wingicidade reprodutiva

EXCLAMATION MARK LABEL - Indica riscos & saude.
wEfeitn narcdog

ulrritante

sl rritacdn do trate respiratdrio

uSensibilizador dérmicn

sToxc a0e aguda | i)
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PROCEDIMENTOS s

Produtos quimicos:
Acido carbdlice (Fenaol);
Agua destilada;
Gelatinaem pd;
Glicerina PA;

Equipamentos:

Balancade precisdo;

Bastio de vidro;

Becker de vidro (150 mL);

Equip. de prot. individual (EPI);
Funil de haste curta;

Gral ou almofariz com pistolo;

Ld de vidro;

Pipeta graduada (S50 mL); e

Placa de aguecimento e agitagdo,
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PROCEDIMENTOS jitd

+ Diluir a gelatina em dgua destilada;
+ Aquecer a mistura a 50 "C, até que ndo haja precipitados;
* Adicionara glicerina e o fenol a mistura;

+ anter agitagdo constante, até que todos os cristais formados sejam dissolvidos;

PROCEDIMENTOS it

+ Lavara |8 de vidro com agua destilada e deposita-la, ainda Umida, no funil;
* Proceder a filtragem com a mistura ainda aguecida;
¥ Imediatamente apds a filtragem, dispor @ mistura em recipiente horizontal, de

forma gue altura da lamina de gelatina glicerinadando seja superior a 2 mm;

PROCEDIMENTOS jpitd

* Deixar a mistura esfriar em temperatura ambiente e protegida de contaminacio; e

¥ Armazenar o produto vedado e sob resfriamento.

Dica: o fenol podera ser triturado, antes de ser adicionado & mistura, para
obter mais rapida diluicio. Entretanto, nesta situacio, a pesagem devera
feita apods a trituragio, a fim de reduzir o ermo por perda da substéncia
durante o procedimenta.




