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Introdugéio e algumas “dicas”

Ja desde o inicio do século passado (XX), por volta dos anos 30, alguns grupos
iniciaram nos EUA e Europa o estudo e utilizagdo de plantas como bioindicadoras. As
plantas serviram como biomonitores em diversas situacdes, desde avaliagdo de pesticidas
em campo passando por andlises de solo, dgua e ar ou ainda detectando vazamentos
em usinas nucleares. Com esse propésito foram criados varios clones em diversas partes
do mundo, mas daremos maior énfase as KU-20 e a Tradescantia pallida. Sobre o clone
4430 resultado de hibridizactio entre espécies de T7Tradescantia (T hirsutiflora X
T.subacaulis) pouco sera falado, mas o procedimento é o mesmo do outro clone.

As plantas servem para se fazer uma primeira abordagem do problema que se
queira verificar, pois sio muito sensiveis, mas pouco especificas, ou seja, ela vai indicar o
sinergismo que ocorre na solu¢dio ou meio onde estd. A partir dai, pode-se fazer uma
andlise de contetdo foliar por métodos mais sofisticados. Atualmente trabalhamos com
os clones de uma planta : a 7radescantia, que apresenta excelentes resultados .

Os estudos mostraram durante todo o século XX uma ampla gama de plantas
especificas para determinados poluentes que se desejava avaliar.

No Japdo foram criados os clones KU-20, KU-9 e outros também KU.

Clones, séo todos genéticamente iguais, e ndo se reproduzem por meio da meiose
(ela porém acontece) e apesar de produzirem flores, estas sdo estéreis.

Duas espécies (KU-20 e Tradescantia pallida) sdo objetos de nossos estudos em
Polui¢dio Atmosférica, na cidade de Séo Paulo e outras localidades do Pais.

A Tradescantia pallida foi um achado do nosso Laboratério nos jardins da
Faculdade de Medicina da USP, j&@ que também era uma Tradescantia, fomos atrds de
padronizar sua resposta e produziu excelentes resultados. Apesar de a Tradescantia
pallida produzir ciclos de meiose e suas flores ndo serem estéreis, a variabilidade genética
intrinseca a essas plantas pode ser um forte aliado, pelo fato dessas plantas poderem

responder de forma mais fiel aos poluentes a que possa estar submetida.



Diga-se de passagem, que o clone 4430 n&o se desenvolve a contento em nosso
clima tropical, o calor e a umidade facilitam o aparecimento de pragas dificeis de serem
debeladas, jd que venenos agricolas (inseticidas) em plantas que véo ser utilizadas em
experimentos, com certeza afetam o resultado final, por serem os pesticidas muito
téxicos. O clone 4430 é facilmente atacado por pulgdes e cochonilhas, e o trabalho que se
tem para manter a planta limpa ndo & nada compensador e deve ser feito
manualmente. A alternativa é a criagdo do clone 4430 em casas de vegetacdo ou
estufas, se possivel, com temperatura e umidade controladas, mesmo assim néo se pode
descuidar da limpeza da planta no minimo semanalmente.

J& o clone KU-20, por ser mais robusto, € menos atacado por pragas e sua
utilizagdo, mesmo computando-se as despesas de manutengdo, é compensadora. O
mesmo se aplica & nossa Tradescantia pallida, utilizadissima na cidade de Sé&o Paulo
como ornamentag¢dio em parques e jardins, necessitando de muitos poucos cuidados para
seu crescimento.

Na 7radescantia pallida, a maceragdo pode ou ndo incluir a retirada das pétalas
antes da colocagdio de uma pequena gota do corante Carmin, logo em seguida macerar
um pouco os estames da flor e levar ao microscépio, no aumento de 10X para visualizar
se existem tétrades ou ndo. Em caso positivo, macerar um pouco mais e sé entdo limpar
e colocar a laminula. Nisso ela difere bastante dos clones, nos quais se as pétalas ndo
forem retiradas antes, na hora de se retirar os “debris”, existe um “arrasto” das tétrades,

junto.



Foto 2.: Hastes florais de Tradescantia pa/da em exposi¢éio

Foto cedida pelo Laboratério de Poluigdo Atmosférica Experimental - FMUSP

Conjunto de T7radescantia pallida, expondo, observe que a solu¢do deve ser
aerada com bombinhas de aqudrias e pequenas mangueiras, para que haja oxigénio
para as plantas e a dgua ou solugdo de Hoagland ndo termine mofando, podendo
alterar o resultado do experimento.

A solugdo de Hoagland é uma solugdo nutritiva de macro e micronutrientes,
utilizado na dosagem de 1:3 (uma parte de solugdio-mde em trés partes de dgua). As
quantidades especificadas no final do manual se referem a preparagéo de um litro, para
obter maiores quantidades, basta manter a proporgdo.

Essa solugdio é utilizada para manter as hastes da planta higidas quando o
experimento necessita de mais dias para ser feito, como por exemplo, leitura de pelos

estaminais ao longo de vdrios dias ou transporte para campo.



Método para intoxicagdo

Tradescantia pallida: coletar cerca de 20 hastes por amostra de solugdio téxica
que se queira analisar, ndo deixar de fazer o controle negativo, o controle positivo e o
“branco” (no branco, utiliza-se o veiculo em que foi feita a diluicdo, mostrando que essa
solug@io em questdo por si s6 ndo provoca mutagdo). Essas hastes sdo também chamadas
de “cuttings” e devem ter cerca de 10 a 15 cm. Coloca-las em éagua de torneira ou solugdo
de hoagland (1:3) por 24h, é a chamada fase de adaptagdo. Apéds esse periodo, intoxicar,
transferindo as hastes para a solugdio que se deseja analisar, deixando por 8 horas e em
seguida passar os “cuttings” para uma nova solugdo de Hoagland (1:3) ou mesmo éagua
de torneira e deixar mais 24h(esse é o periodo de recuperagdo). Depois de efetuado todo
esse procedimento, colocar as inflorescéncias no fixador (1 parte de acido acético para 3
partes de dlcool etilico a 98° e deixar por no minimo 48h antes de iniciar a andlise das
inflorescéncias).

Nossa experiéncia mostrou que ndo ha necessidade dos macro e micronutrientes
na fase de adaptagcdo que pode ser feita na Ggua de torneira, sem prejuizo para o

experimento. O mesmo se aplica para a fase de recuperagdo.



Ver nas fotos, a fase correta quando a planta ainda estd no

jardim, verifique que ela apresenta um “bercinho” como na foto mais acima, no centro

do qual se encontra a inflorescéncia (conjunto de vdrias flores).




O mesmo serve para a KU-20, que tem a inflorescéncia no apice da haste (observar na
foto abaixo). Clone KU-20, observar que sempre existem duas folhas dispostas de modo

a proteger a inflorescéncia.

Foto mostrando a disposictio dos botées no apice da haste floral (sem as folhas de
protegdio) de um clone KU-20.
Importante dizer que no clone a disposicdio das flores é bastante intrincada e que a fase

de tétrade se encontra da 3° & 5° flor, contando de cima para baixo.



Material necessario para fazer as laminas

Da equerda para a direita: um lapis para anotagées na ldmina, um isqueiro para
acender a espiriteira, sob o lapis e o isqueiro, lengo de papel para absorver o excesso de
carmin quando for pressionar a laminula, apds o aquecimento; mais ao fundo um pouco
de carmin em frasco conta-gotas e a espiriteira, a frente da espiriteira: laminulas
20x20mm, em frente logo abaixo uma ldmina tamanho padréo sobre um fundo escuro,

ao lado direito estiletes histolégicos e uma pinga.
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II- Resumos Intoxicagdo das Tradescantias

Coletar as plantas com inflorescéncia, deixando uma haste de cerca de
10cm.

Imergir as hastes em dgua (pode ser de torneira ou pode ser destilada)

Deixar por 24 horas (periodo de adaptagdio) na Ggua

Intoxicar com o que se deseja, por 8 horas.

Deixar mais 24 horas (periodo de recuperagéo) em solugdo de Hoagland
1:3.(solugdio de micro e macro nutrientes) ou dgua.

Colocar no fixador de plantas (ac.acético / alcool na proporgdo de 1:3,
também chamado Carnoy).

Montar léminas para leitura.

HI-Montando laminas de Tradescantia

Com as inflorescencias no fixador, j&@ sem as folhas, iniciaremos o processo,
colocando uma delas sobre uma lIamina.
Apenas didaticamente, apresento a inflorescéncia como deve ficar na hora da escolha do
botdo correto, trés flores de tamanho pequeno, médio e maior. Restardo duas flores que
em 99,99% das vezes estdo muito velhas para achar tétrades, exemplificadas pela
pequena haste e as duas flores que estdo ao centro da foto, abaixo.
Deve-se escolher, de preferéncia, das médias a maior, seguindo de acordo com o que for
encontrado, se muito jovem, para uma flor mais velha, se muito velha, para um botdo
mais jovem.
Dessa maneira evita-se muito desperdicio de tempo, abrindo botdéo por botédo

aleatériomente.

10



11

Abaixo observa-se a retirada das 3 flores de um lado, o mesmo devendo ocorrer
com o outro lado, ndio esquecendo que aqui, a inflorescéncia esta a fresco, e que ela fica
com um aspecto translicido depois das 48h no fixador.

Dessa forma, vocé acertard na primeira tentativa, na grande maioria das vezes.
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Achar a fase correta, que corresponde a fase onde se encontra muitas tétrades, quando
as células-mde do grdo de pdlen estéo encapsuladas dentro de uma membrana de

celulose apresentando o aspecto de um disco de pizza cortado em 4.

Foto no aumento de 100X, mostrando o invélucro de celulose

Macerar esse botdo com um estilete histolégico de ponta fina e com Carmin, pouco, o
suficiente para preencher uma laminula de 20 x 20 mm (uma pequena gota).

Limpar os “debris”, que séo constituidos de pétalas e restos do botdo que
se macerou. Colocar a laminula sobre o liquido que se obteve e aquecer levemente
(sentir na m&o uma temperatura morna) sobre a chama de uma espiriteira, para que
na visualiza¢do as tétrades figuem com o citoplasma rosado e os nicleos avermelhados,
apertar um lenco de papel sobre a laminula, para retirar o excesso e para que as
tétrades que sdo globosas fiquem todas no mesmo plano.

Fazer a leitura dos microndcleos (pequenas por¢des de material genético
que sdo expulsas para o citoplasma) em 300 tétrades e calcular para 100 (na literatura

os dados sGio expressos em porcentagem).
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IV = Formando um jardim

Se vocé precisa de inflorescéncias o ano inteiro, para seus experimentos, a
Tradescantia pallida & uma excelente opgdo, pois tirando os meses de inverno, quando
existe uma dorméncia natural da planta devido aos dias frios, ela produz muitas
inflorescéncias durante todo o ano, sendo possivel retird-las para estudo com bastante
frequéncia ( toda semana). Os cuidados normais de uma planta, como dgua para
manter a terra sempre Gmida e nutrientes como o NPK( Nitrogénio, Fésforo e Potdssio)
aplicados a cada més sdo bem vindos, mas ndo imprescindiveis para nossa robusta
Tradescantia pallida, que aguenta extremos de ausencia de dgua inacreditdveis, ficando
porém, estiolada e com folhas fechadas e finas e bem compridas, como as vezes acontece
no nosso inverno, quando ha estiagem por longos periodos de 3-4 semanas sem chuva.

Como se da a propagagdio:

No clone a propagacdo se da por separacdo (delicadamente) das raizes e
replantio nos outros vasos que se queira fazer, devendo-se esperar que crescam e
produzam inflorescéncias ( cerca de 1-2 meses). Elas aparecem no dpice das hastes. Dessa
maneira, obtém-se um pool de plantas genéticamente iguais onde a variabilidade
devida & meiose ndo é um fator a mais de confuséo na andlise posterior dos dados. Com
os clones pode-se optar por fazer a técnica do micronicleo ou a técnica do pelo
estaminal, mas para uma mesma inflorescéncia deve-se optar por uma ou outra, néo
sendo possivel fazer as duas ao mesmo tempo. Uma vez que tenha nascido a primeira
flor da inflorescéncia, ndo é mais possivel encontrar microntcleos naquela haste ( citando
palavras do Prof.Dr.Te-Hsiu Ma). Na 7.pallida, se durante a fase de recuperagdo da
planta, nascer uma flor, ainda serd possivel encontrar tétrades e microndcleos.

Observagdo advinda da pratica em fazer Ilaminas, mas é mais dificil.
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Controles positivos, negativos e o branco, indispensGveis para experimentos. O
branco é o veiculo que se utilizou para as diluigdes, no caso de plantas, dgua destilada
que se opde a dgua de torneira que seria o controle negativo; e o formol (1:1000ml) seria
o controle positivo (pois produz micronucleos nas tétrades em numero superior ao basal
da planta). Pode-se utilizar outras substancias além do formol, que produzam quebras
cromossomicas, geralmente essa substancia devem ser manuseadas com cuidado pelo
fato de serem cancerigenas.

Na 7radescantia pallida a propagagdo se da cortando-se uma haste com cerca
de 2 nés e enterrando-a pela base, deve-se deixar uma ou duas folhas para que a
planta possa respirar melhor e aguardar que enraize. Assim, um mesmo galho pode
resultar em véarias novas plantas; o tempo para produzir uma nova inflorescéncia é cerca

de 2-3 meses.

V- Quantas inflorescéncias coletar

Cerca de 15 a 20 para os clones ou até mais (dependendo da disponibilidade que
se tenha de plantas) e o mesmo nimero para a Tradescantia pallida, uma pessoa
treinada consegue cerca de 15 IGdminas no minimo com boas tétrades para leitura. O
clone precisa produzir cerca de 10 flores em cada ponto por dia.

Foto mostrando uma planta de KU-20, crescida em vaso. Observe as inflorescéncias e a

flor, com sua cor caracteristica.
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Microndicleos sGo pequenas porgdes de material genético que sofreu uma agresséo
por agente mutagénico e ndo foi reparado durante a meiose ele é, entdo, expulso para o
citoplasma na forma de uma “bolinha” de material genético que deve apresentar a
mesma coloragdo do nicleo, mas para contagem deve estar nitidamente separado dos
ntcleos e estar no citoplasma da tétrade. Pode-se se visualizar um ou mais microndcleos
em uma mesma tétrade. Quando o microndcleo estiver sobre um dos nicleos ndo deve
ser contado, bem como quando néo se visualizar separagdo nitida entre o microndcleo e
o nucleo da tétrade. Deve-se ter certeza de que existe separacdo entre os dois, para que
a contagem seja valida.

A meiose é um sistema evoluido de mistura de material genético, o que possibilita
a diversidade dos individuos. O fato de nossas plantas serem seres superiores e dotados
do processo de meiose as coloca em um patamar considerado de similaridade com seres
humanos. Considerando-se o homem também como ser evoluido, pode-se tracar um
paralelo entre o que ocorre na planta e o que pode vir a ocorrer no ser humano, em
termos de maior similaridade, teriamos pequenos mamiferos como o camundongo e o
rato.

A célula vegetal difere da célula animal basicamente pela celulose e pela
clorofila, que os vegetais apresentam, sendo em quase todo o restante, muito parecidas.

Durante um ciclo de meiose que acontece na célula vegetal, se ela for exposta a
um agente téxico, isso vai se refletir em aumento de quebras cromossdmicas e
consequente aumento de micronicleos no citoplasma da célula. Esses microndcleos
quantificados em 300 tétrades, feita a porcentagem, da idéia do dano causado a planta
e consequentemente ao ser humano, em termos genéticos. Se algo provoca aumento de

quebras na célula vegetal, deve ser ruim também para nés.
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Foto abaixo mostrando microndcleo, aumento de 100X, essa pequena porgdo

arredondada no citoplasma rosado.

Foto acima mostrando dois microndcleos bem separados dos ndcleos (portanto
contdveis) e um microndcleo onde ndo ha separagéio com o nicleo, mais a direita, na

mesma tétrade (portanto descartavel na contagem).
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Foto Paulo Urbinatti

IV = Pelo estaminal

Coletar flores do clone KU20 ou do clone 4430, pela manha pois a partir do meio
dia elas comegam a se fechar e a leitura fica prejudicada pelo emaranhado de pelos
estaminais. Se ndo for possivel (a leitura na hora) colocar em geladeira, numa placa de
petri com filtro no fundo, apenas umedecido, para formar uma cdmara com vapor
(saturada ) de dgua, assim dura cerca de 3 a 4 horas, as vezes um pouco mais.

A leitura se faz ordenando os pelos, para contagem dos mesmos e procurando
pela mutagdo cor-de-rosa. Os pelos geralmente tem cor roxa, mas a presenga de algum
toxico faz com que o recessivo rosa para cor do pelo aparega, e € uma cor realmente
“Pink".

Existem outros tipos de mutagdo que ndo séo quantificadas como tal, pois apenas
a mutagdo cor-de-rosa interessa, para que se possa comparar e repetir, se for o caso,

trabalhos em Paises diferentes. Mas poderiam ser bifurcacoes, ou auséncia de cor.
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Vil- Quantificagdo do niimero de mutagées cor-de-rosa

A observagdio do pelo estaminal deve ser feita em lupa, no aumento mais
confortdvel para visualizagdo das mutagdes, sendo que a lupa deve obrigatériamente
apresentar luz transmitida (de baixo para cima), sem a qual a visualizagdo fica muito
prejudicada.

Para facilitar faz-se uma média dos 2 primeiros estames ( numero de pelos) das
duas primeiras flores e extrapola-se para os 6 totais.

Didaticamente pode-se dizer que a partir do terceiro estame e da terceira flor s6
se conta as mutagdes.

O numero de mutagdes é expresso por 1000 pelos, regra de trés para saber se em
X pelos tem Y mutagdes, quantas mutagdes tem em 1000 pelos, para cada flor.

Um N de 10 flores por amostra didriamente é suficiente para apresentar

resultado.
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ViIil-Preparando o corante CARMIN

Fazer uma solugdio saturada de acido acético a 45%, para tanto, utilizar
29 de carmin em pé, para cada 300 ml da solugdio. Completar com dgua destilada.

Fazer dentro da capela.

Deixar agitando e fervendo por cerca de 1 hora.

Esperar esfriar, filtrar, apds o processo de filtracdio, voltar a solugdo ao

béker e acrescentar alguns pregos de ferre para que ajom como “mordente” ( ndo

aquecer novamente).

A solugdio estard boa para usar, se estiver vermelho-sangue, e escurecida.

Ndo esquecer de colocar papel aluminio sobre o béker quando a solugéo
estiver fervendo para ndo evaporar tanto.

Fazer em bécker com capacidade superior a que se deseja no final, pois
com a agitacdo e a fervura a solugéo se eleva de até 150ml.

Obtém-se cerca de 200 ml de Carmin, ao final.

Especificagéio do Carmim:

Carmine (Alum Lake) E380-03
“Baker”
Cl 75470 259
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IX-Solug¢ao de Hoagland

Solugdio 1
Solugdio 2
Solugdo 3
Solugdio 4
Solugdio 5
Solugdio 6
Solugdio 7
Solugdio 8

Solugdio 9

KNO3

Ca(NO3)2 4 H20
NH4H2PO4
MgSO4 7 H20
KCI

H3BO3

MnSO4 H20
ZnSO4 7H20
CuSO4 5 H20

Solugo10  H2Mo 04(85%Mo03)

Solugdio 1

Fe-EDTA

(M)
(M)
(M)
(L)
(50mM)
(25mM)
(2mM)
2mM)
(0,5mM)
(0,5mM)
(20mM)

20

6,0 ml/
4,0 ml/
2,0 ml/
1,0 ml/
1,0 ml/
1,0 ml

1,0 ml/
1,0 ml/
1,0 ml/
1,0 ml/
1,0 ml

Essas quantidades séo para um litro de solugdo final da solugéio de Hoagland, aquela

chamada de solugdo-mde e que dard origem as (1:3) que se usa para as fases de

adaptagdio e/ou recuperagdo quando necessdrio.
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X=Cebolas (Allium cepa L.)

As cebolas, na impossibilidade de se possuir uma
plantagédo, podem ser compradas no mercado e levadas para o laboratério. Consegue-se
excelente resultado se as cebolas forem orgdanicas.

Cortar as raizes que por acaso tiverem, nem tanto que se tire o meristema
que dda origem a novas raizes, nem tdo pouco que ndo elimine as ja secas e tratadas com
produtos que evitam o brotamento. Néo lavar as cebolas sob dgua pois por algum
motivo elas parecem demorar mais a crescer. Posicionar as cebolas de modo que o
meristema radicular figue em contato com agua de torneira, apoiado nas bordas do
recipiente (pequeno) do qual se vai fazer uso para que a cebola desenvolva novas
raizes.Se os potes onde a cebola for colocada forem escuros, devido ao fototropismo
negativo das raizes, elas crescem melhor.

Aguardar cerca de 3-4 dias para que as raizes cresgam, quando estiverem
com cerca de 1 cm ou 1,5 cm, colocar as raizes em contato com a solugdo que se quer

avaliar.
Deixar por 48 horas.

Cortar as raizes da cebola dentro do recipeinte em que se vai guarda-las, cobrir

com solugdio de Carnoy ( acido acético e alcool na proporgdo 1:3).
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Procedimentos para montar as Iaminas..

Lavar em dgua corrente por 5 minutos, a amostra de raizes que se deseja
preparar, tendo o cuidado de cobrir com gaze e fixar a gaze com eléstico. Escorrer a
dgua oo final desse tempo.

Colocar uma solugdo de ac.cloridrico (IN) sobre as raizes, dentro dos potes
e levar a estufa que deve estar de 60 a 80 graus celcius por 8 a 10 minutos.
Retirar e deixar lavando por 10 minuitos em dgua corrente.

Para montar as Idminas: com um objeto bem afiado, cortar a coifa ( a
coifa € uma membrana muito delicada que reveste a ponta das raizes, e serve,
entre outras coisas, para evitar o choque mecénico durante o crescimento terra
adentro), pegar 2 mm para cima do corte, numa regido de cor branco-leitosa,
cortar novamente e macerar esse pedacinho de raiz com carmin, colocar a
laminula e bater sobre ela com a borrachinha de um lapis ( que deve ter um
corte reto para ndo quebrar a laminula) e deve estar sempre em posi¢cdo vertical,
para que saiam as bolhas de ar e as células se espalhem pela lamina
Aqguecer sobre a chama de uma pequena espiriteira, para que o carmim tinja

melhor as células, a temperatura deve ser de morno-quente a quente para se fazer uma
boa lIamina.

Deve-se fazer 10 ldminas para cada amostra que se deseja avaliar,

controle positivo e controle negativo das solugdées. Para o controle positivo pode-se usar

formol na proporgdo de 1: 1000ml.

Fazer a leitura que pode ser da quantidade de mitoses (no nosso caso, decidimos contar
a ultima fase da mitose que corresponde & andfase, quando os cromossomos se separam
, 0 que dd indicagdo do quanto a solugdio é favordvel ao crescimento, ou seja, quanto

mais andfases forem encontradas, mais mitoses aconteceram e mais limpa é a solugdo),
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ou de micronucleos, em 1000 células. As células de cebolas sdo utilizadas para
experimentos de ciotogenética desde 1920 e apresentam todas as fases da mitose, pelo
que é sabidamente um excelente modo de se aprender genética e a mitose em si.

Comparar os nimeros obtidos com seu controle negativo e com o positivo.

Fazer a estatistica dos dados.
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XiI-Utilizando a Tradescantia como Bioacumulador

A Tradescantia pallida serve bem ao proposito de analise do material acumulado
em suas folhas, os quais entram pelos estomatos e podem ser medidos através do
aparelho chamado Espectrofotometro de fluorescencia de raios X. Nessa maquina entra
a folha seca em estufa, triturada e transformada em pastilhas, dando a composi¢éio de
metais presentes no interior da folha. Para um teste ainda mais acurado, temos a
voltametria extrativa anodica, mais qualitativa, que nos da até a valencia dos metais
presentes.

Para expor a atmosfera, devem ser feitos vasos com a planta preferencialmente
vindas de um local sabidamente limpo. Das plantas devem ser retiradas as folhas que se
deseja analisar coletadas em sacos de papel (os de pldstico interferem na andlise),
cortando as folhas junto ao caule com as mé&os e nunca com uma tesoura de metal ( o
que também interferiria na andlise final). Uma boa idéia é cortar o dpice na altura de
um terceiro nd, abaixo de onde estd a inflorescencia e deixar que crecam de novo,
agindo dessa forma pode-se estimar que as folhas novas cresceram na atmosfera
contaminada. Dessa forma pode-se fazer tanto a analise das folhas quanto das
inflorescencias crescidas no periodo que se deseja. Para que a planta enraizada forme

novas inflorescencias leva cerca de 2 meses.
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Xl Polen abortion

O grdo de polen encontrado nos estames de flores locais pode nos dar idéia de
danos sofridos devido a poluigcdo. Basta que se colete 10 flores (preferencialmente
fechadas) de uma mesma espécie, em um mesmo local que se deseje analizar. O grdo de
polen sofre um processo em sua formagdo (meiose) apresentando-se vazio (abortion) ou
muito inchado em comparagdio com os outros gréos de pélen normais, ou ainda de
tamanho pequeno. Quantifica-se esses grdos de polen em 300 grdos e faz-se a
porcentagem. A maneira de fazer a lamina é semelhante a feita para micronucleos,
sendo que para o pélen, o melhor é nGo aquecer e evitar pressionar com forca excessiva
a laminula contra a lamina com papel absorvente, portanto a quantidade de carmin
deve ser também, a minima possivel, o suficiente para a disperséio dos gréios de polen. A
pressdo de estilete sobre os grdos de pélen deve ser a menor possivel, apenas o suficiente

para que os mesmos saiom das anteras.
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