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RESUMO

O termo “Palinologia Forense” refere-se ao uso de grados de poélen e esporos para
fins judiciais, havendo relatos de véarios casos ao redor do mundo em que essa
técnica se mostrou efetiva. Paises como Nova Zelandia, Inglaterra e Estados Unidos
utilizam-se amplamente desta técnica e apresentam protocolos consolidados em
parceria com instituicbes académicas para o0 desenvolvimento e aplicacdo de
metodologias voltadas a essa area. A hipotese de que graos de pdélen e esporos
encontrados em pecas de roupa de um suspeito ou vitima, possam indicar sua
geolocalizacdo no momento do crime, tem sido testada em condi¢gbes controladas
em outros paises de vegetacdo mais homogénea e com padrdes de polinizacao
predominantemente anemdfila, ou seja, com disperséo através do vento. Embora
esta técnica se relacione essencialmente com o estudo de palinomorfos, em sua
aplicacdo ampla, pode também fornecer informacdes relacionadas a outros
microorganismos como foraminiferos e as algas diatomaceas, que normalmente sdo
utiizadas no &ambito forense para a deteccdo de morte por afogamento. A
interpretacdo dos sinais palinolégicos em regides com vegetacdo heterogénea sao
mais dificeis devido a baixa probabilidade de um local apresentar uma assinatura
polinica especifica e diferente de outros pontos. Esta pesquisa avalia o potencial
forense de graos de polen, esporos, diatomaceas e foraminiferos como
geolocalizadores em uma realidade ambiental como a do Brasil, através do sinal
desses microvestigios retido em vestimentas. Foi simulado um trajeto em uma é&rea
do litoral paulista, com dois pontos principais de trilha, sendo eles: praia e
manguezal, com trés individuos diferentes. As pecas de roupa usadas foram
removidas, lavadas e os residuos foi processado de acordo com as metodologias
para extracdo dos diferentes microvestigios, que foram identificados e contados. A
concentracdo de cada taxon em cada uma das amostras foram analisadas e
apresentaram resultados positivos para 0 contato com area litordnea e em algumas
amostras, o contato especifico com area de mangue. Essa analise contribui para a
criacdo de protocolos forenses na area de palinologia com o intuito de beneficiar a
pericia brasileira.

Palavras-chave: Palinologia, Ciéncias Forenses, Diatomaceas, Geolocalizacéo,
Palinologia Forense.



ABSTRACT

The term "Forensic Palynology" refers to the use of pollen grains and spores for
judicial purposes, and there have been reports of several cases around the world
where this technique has been proved effective. Countries such as New Zealand,
England and United States use this technique extensively and present consolidated
protocols in partnership with academic institutions for the development and
application of methodologies related to this area. The hypothesis that pollen grains
and spores found in pieces of clothing of a suspect or victim can indicate their
geolocation at the time of the crime has been tested under controlled conditions in
other countries with more homogeneous vegetation and with predominantly
anemophilic pollination patterns, that is, with dispersion through the wind. Although
this technique is essentially related to the study of palynomorphs, in its wide
application, it can also provide information related to other microorganisms such as
foraminifera and diatom algae, which are normally used in forensic ambit for the
detection of death by drowning. The interpretation of the palynological signals in
regions with heterogeneous vegetation are more difficult due to the low probability of
a site having a specific pollen signature and different from other points. This research
evaluates the forensic potential of pollen grains, spores, diatoms and foraminifera as
geolocalizers in an environmental reality such as Brazil, through the signal of these
microtraces retained in clothing. A route was simulated in an area of the coast of the
State of S&o Paulo, with two main points of track, being: beach and mangrove, with
three different individuals. The used garments were removed, washed and the
residues were processed according to the methodologies for extraction of the
different micro-traces, which were identified and counted. The concentration of each
taxon in each of the samples were analyzed and presented positive results for the
contact with the coastal area and in some samples, the specific contact with the
mangrove area. This analysis contributes to the establishment of forensic protocols in
the area of palynology in order to benefit the Brazilian expertise.

Key words: Palynology, Forensic Science, Diatoms, Geolocation, Forensic
Palynology
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1. INTRODUCAO

O termo “Palinologia Forense” se refere ao uso judicial da técnica de analise
de grdos de pdlen e esporos que, devido ao seu tamanho microscépico, podem
facilmente aderir a diferentes tipos de superficie. Por essa razdo, em uma
determinada regido podem se tornar uma evidéncia, ao vincular ou estimar trajetos
de uma pessoa ou mais pessoas ou até objetos com a localizacdo onde ocorreu o
contato (Bryant et al., 2013).

A Palinologia Forense tem sido aplicada eventualmente como uma ferramenta
na resolucdo de crimes desde a década de 50, sendo atualmente, uma técnica
comumente utilizada em paises como Nova Zelandia, Inglaterra e Australia (Boi,
2018).

Bryant and Mildenhall (1998) citam dezenas de casos ao redor do mundo em
gue a Palinologia foi usada como parte de investigacdes policiais, em sua maioria
como peca chave para resolucdes de crimes, o que demonstra a eficiéncia da
aplicacao dessa ciéncia no ambito forense.

Embora esta técnica se relacione essencialmente com o estudo de graos de
pélen e esporos, em sua aplicacdo ampla, pode também fornecer informacdes
relacionadas a outros microorganismos de parede organica encontrados em
ambientes marinhos ou em aguas continentais (Bryant and Mildenhall, 1998). Por
exemplo, as diatomaceas, que sdo algas microscopicas unicelulares formadas por
valvas caracterizadas por suas paredes celulares de silica (Round et al., 1990), que
devido a seus requerimentos ecolégicos podem facilitar o reconhecimento de
ambientes especificos. De uma forma geral, o teste para detectar morte por
afogamento é a aplicacdo mais comum desses organismos ha area forense, apesar
de nas geociéncias, o maior interesse por essas algas dentro do ambito forense seja
a identificagdo da origem de materiais ou individuos a partir de locais de
investigacdo. Uma vez que algum objeto tenha entrado em contato com agua, seja
continental ou litordnea, a analise diatomoldgica pode descriminar o tipo de
ambiente envolvido (Cameron, 2004). Outro exemplo séo os foraminiferos, um grupo
de microorganismos que até o momento foi pouco empregado em estudos forenses,
contudo apresentam um alto poder indicativo de contato com o ambiente litoraneo,
podendo ser uma ferramenta util na pericia (Bowen, 2010). Isso se deve ao fato de

gue esses protozoarios que vivem em habitats marinhos desde a zona costeira, até
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0 piso oceénico, difundidos desde os poblos até os trépicos, podendo ser
planctonicos ou bentdnicos (Armstrong and Brasier, 2005).

Mesmo com a possibilidade de solucionar investigacdes a aplicacdo de
técnicas como essa ainda € subutilizado pelas policias cientificas (Amaral, 2018),
contudo alguns casos de aplicacdo de técnicas da Botanica forense mostraram-se
altamente eficazes no Pais (Amaral et al., 2019).

De Oliveira e Suguio (2005) evidenciaram a importancia do desenvolvimento
de estudos forenses voltados para o emprego de técnicas de andlises palinologicas
e diatomoldgicas de sedimentos. Tendo como exemplo um furto de containers com
equipamentos eletrdnicos transportados do Porto de Santos, SP até a cidade Sao
Paulo, onde os equipamentos foram substituidos por sacos de areia. As analises
desses sedimentos e outros materiais argilosos revelaram a presenca de grédos de
pélen tipicos da Mata Atlantica e de manguezais da Baixada Santista, além de
diatomaceas tipicas da regido costeira do estado de S&o Paulo. Essas evidéncias
levaram a conclusdo de que o furto havia ocorrido nas redondezas do Porto e ndo
no Municipio de S&o Paulo.

E sabido que o tipo de solo e a alta diversidade da vegetacdo de uma area
podem dificultar a identificacdo de locais especificos (Wiltshire, 2016),
principalmente em um pais como o Brasil, que apresenta grande heterogeneidade
na vegetacao, inclusive dentro de um mesmo ecossistema (Garcia e Pirani, 2005;
Magnago et al., 2011; Assis et al.,, 2011), o que aumenta a complexidade de
interpretagdo do sinal polinico. Portanto, apesar de atualmente existirem
reconhecidos protocolos palinolégicos forenses internacionais (Mildenhall et al.,
2006; Wiltshire, 2016), se faz necesséaria a criacdo de metodologias adaptadas a
realidade ambiental brasileira. Dessa forma, para promover o intercambio de
conhecimentos forenses na comunidade académica brasileira e estimular o
estabelecimento de parcerias com orgaos de pericia criminal, a Coordenacao de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) criou o Programa Pro-
Forense em 2014, através do edital Pro-Forense. Com esse estimulo, as ciéncias
forenses passaram a fazer parte das atividades de pesquisa em instituicoes
académicas de forma mais sistematica e estruturada. Essa pratica de parcerias com
instituicbes de pesquisa jA € comumente aplicada em paises como Estados Unidos,
Inglaterra e Nova Zelandia, com protocolos mais consolidados (Community

Committee on Identifying the Needs of the Forensic Sciences, 2009).
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Como parte integrante de projeto inserido neste programa da CAPES, este
trabalho tem como objetivo estabelecer procedimentos de coleta e andlise de
interesse forense levando em conta a presenca de graos de podlen, entre outros
microvestigios em vestimentas. Testou-se a possibilidade de gerar dados sobre a
transferéncia de vestigios do ambiente para essas pecas e avaliar o grau de
associacdo com o ecossistema que o material entrou em contato.

O principio de Edmond Locard, um dos pioneiros em Ciéncias Forenses
(Locard, 1920, 1929) que postula “todo contato deixa uma marca” €, neste trabalho,
associado ao fato de que espécies vegetais possuem requerimentos ecoldgicos
especificos (Good, 1964), por vezes associadas a areas de endemismo, ou seja,
com ocorréncia exclusiva em uma regiao particular (Carvalho, 2009b), permitindo a
identificacdo desse contato.

Isto porque, os grdos de poélen possuem estruturas que facilitam sua
disperséo através de diferentes vetores. Na vegetacdo neotropical, onde predomina
a polinizacéo zodfila, ou seja, por animais, (Faegri e van der Pijl, 1979; Ramalho e
Batista, 2005), a parede externa (exina) dos graos, apresenta ornamentacées como,
por exemplo, espinhos, clavas, ou até mesmo por pollenkitt, uma substancia
aderente que permite o transporte do grdo por insetos e animais que entrem em
contato com a estrutura de reproducdo masculina da flor (Traverse, 2007). Portanto,
os tecidos de vestuarios podem ocasionalmente ser vetores analogos.

Desta forma, prevé-se encontrar associa¢ées de tipos polinicos em residuos
obtidos de pecas de roupas que foram expostas a areas de vegetacao especifica de
uma regido litoranea do estado de Séo Paulo. Espera-se que essa assinatura
polinica combinada com o sinal de taxons de diatomaceas marinhas e continentais
possa indicar a geolocalizacao do contato.

Estudos forenses em ambientes costeiros do Brasil sdo de grande
importancia devido a localizacdo de grandes centros urbanos e atividades
portuarias, possiveis cenarios de diferentes tipos de crimes (Eski, 2011). Um
exemplo é a Regido Metropolitana da Baixada Santista, que mantém desde 0s anos
80 o0 segundo lugar no Estado de Sdo Paulo em questdo de mortes violentas
(Camargo, 2007).






2. AREA DE ESTUDO

2.1. Aspectos Geograficos e Geomorfoldgicos

Foram escolhidos dois pontos de coletas, em diferentes ecossistemas, que
serviram de simulacdo de trajeto, localizados em Bertioga, SP. Este municipio &
parte de uma conurbacdo, que compdem a Regido Metropolitana da Baixada
Santista (RMBS), situada na porcéo central do litoral paulista (Fig. 1), na regido
sudeste do Brasil, e geograficamente caracterizada como um compartimento isolado
na forma de baixada, com morros isolados entre a serra e 0 oceano (Zundt, 2006). A
populacdo dessa grande area urbana é de 1,8 milhdes de habitantes, enquanto que
0 municipio de Bertioga possui populacdo estimada pelo IBGE (2019) de 61,7 mil
habitantes em seu territorio de 491.546 km2, com uma planicie costeira de 640 km?2
de &rea (Pinto Sobrinho et al., 2011).

46° 8' 22" W
23°51'19" S

e

N = s . 25 0 25 5 75 10 km
t [ Municipio de Bertioga B Fers e —

Figura 1. Local do estudo, no Parque Estadual Restinga de Bertioga, Municipio de Bertioga, Regiao
Metropolitana da Baixada Santista, SP. Destaque para a area dos trajetos. (Adaptado de Kojima et
al., 2019)

O primeiro ponto de estudo, localizado na Restinga da Praia de Itaguaré, esta
situado nas coordenadas 23°46'45.94"S e 45°58'17.12"0, proximo a entrada do
“‘Parque Estadual Restinga de Bertioga” (PERB), uma unidade de conservagao que
contém a maior parte das bacias dos rios Itaguaré e Guaratuba e o segmento leste

da bacia do Rio Itapanhau (Pinto Sobrinho et al., 2011). J& o segundo ponto fica em



uma area de vegetacdo de mangue, nas coordenadas 23°46'29.15"S e
45°58'08.46"0.

A origem e evolucdo da planicie costeira de Bertioga, assim como de toda a
costa brasileira, estdo relacionadas com a variagcdo do nivel do mar ao longo do
tempo (Villwock et al., 2005). Souza (2007) destaca para a regido, a evolugcédo das
planicies costeiras durante o quaternario como sendo ambientes sedimentares
pleistocénicos da Formacdo Cananéia e holocénicos da Formacéo llha Comprida,
além de depdsitos recentes tanto da praia quanto do continente como depdsitos
aluviais, coluviais de baixada e de encosta.

As planicies que se encontram sob influéncia da relacdo entre marés, relevo,
solo e vegetacao, sdo caracterizadas por restinga, praias e manguezais associados
a regides de estuario. Nessas areas estuarinas ocorrem depdésitos de sedimentos
marinhos revolvidos por influéncia de rios, que constantemente recebem material

argiloso erodido dessas planicies (Villwock et al., 2005).

2.2. Aspectos Climaticos

O PERB abriga a Estacdo Meteoroldgica Automatica de Bertioga, que desde
sua instalagéo, em Fevereiro de 2017, envia dados para o Sistema de Informacgdes
Hidro-Meteorologica do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET, 2019). Segundo
os dados obtidos dessa estacdo e fornecidos pelo INMET, em 2017, no ano de
coleta de campo para este trabalho, a temperatura média anual foi de 21,4°C, sendo
a temperatura mais alta de 36,6°C registrada no més de marco e a temperatura mais
baixa de 12,1°C registrada ao longo do més de julho. E uma regido Umida, com
precipitacdo média de 2000 mm computada naquele ano, com uma média de 0,26
mm por dia e maior registro para o0 més de marco, de 70,6 mm.

A média de direcdo dos ventos fornecida pela estacdo variou entre as direcdes
Sudoeste e Sul-Sudoeste durante a noite até o periodo da manha e entre as
dire¢Oes Sul e Sul-Sudeste ao longo do dia. Para a regido, estes dados caracterizam
gque em meédia, os ventos, apesar da variacdo na dire¢cdo, ocorrem normalmente

vindos do oceano em direcao a costa.

2.3. Aspectos Vegetacionais
A Baixada Santista esta localizada em uma area da Mata Atlantica, que

originalmente abrigava um complexo de florestas perenes predominantes na costa
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leste brasileira, caracterizada por um notavel gradiente altitudinal e sua fisionomia
mais tipica esta associada a Serra do Mar (Schmiegelow et al., 2008).

Segundo Guedes et al. (2005), estima-se que este ecossistema possua cerca
de 20 mil espécies vegetais distribuidas em diferentes grupos como: angiospermas,
samambaias, liquens, musgos e hepaticas. Predomina um alto padrdo de
heterogeneidade floristica exemplificado pela coexisténcia de arvores, epifitas e
lianas em escala local, o que mostra que esse tipo de floresta apresenta uma
dindmica espacial em sua composicao vegetal, bastante complexa (Fig. 2). A costa
Atlantica brasileira abrange um conjunto de florestas deciduas e semi-deciduas,
além de um mosaico de vérias formacfes vegetais conectadas que interagem no

espaco, como manguezais, dunas e florestas de restinga (Veloso et al., 1991).

45° 81" 42" W

N + 23°67'29"S

A

N

i

VEGETAGAO DE PLANICIE COSTEIRA E BAIXA - MEDIA ENCOSTA

- Manguezal

46° 03' 92" W 2 [P Fioresta Baixa de Restinga

23°78'04" S [CFR] Fioresta Alta de Restinga

R B Fioresta Alta de Restinga e Floresta Alta de Restinga Umida
[FAL_] Fioresta Aluvial

[IFRI] Floresta Alta de Restinga Umida

[ Fioresta Paludosa

[ER] Fioresta de Transigdo Restinga - Encosta

idrograia X_ ] Praa

Limites de Bacia Hidrografica Escala original de Mapeamento 1 : 35.000 E Floresta Ombréfila Densa

Limite Municipal Bertioga - Sao Sebastido — - - 05 0 05 1 15 2 25Km g Areas com Alteragdo ou da Vegetagao Orginal
PO

+

Figura 2. Mapa da Vegetacao do local de estudo. Destaque na a area de estudo, a predominéncia de
Floresta Alta e Baixa de Restinga e Mangue (Adaptado de Souza et al, 2008).
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O termo “restinga” é apresentado de maneiras diferentes em areas como
geologia, geografia, biologia, entre outros (Souza et al., 2008). Uma das definicbes
utilizadas para designar a vegetacdo de Restinga é apresentada pela Resolugéo
CONAMA n°10/1993, que utiliza o sistema de classificacdo da vegetacdo brasileira

proposto por Veloso et al. (1991) como sendo “vegetacdo que recebe influéncia



marinha, presente ao longo do litoral brasileiro, também considerada comunidade
edafica, por depender mais da natureza do solo do que do clima. Ocorre em
mosaico e encontra-se em praias, corddes arenosos, dunas e depressoes,
apresentando, de acordo com o estagio sucessional, estrato herbaceo, arbustivo e
arboreo, este ultimo mais interiorizado”. Contudo, a composic¢éao floristica da restinga
pode variar em funcéo da precipitacdo que é maior desde o estado de Sdo Paulo até
o litoral sul do Brasil em oposi¢do a valores menores de precipitacdo desde o norte
do Rio de Janeiro até o Nordeste (Silva et al., 2010).

Essa Resolucdo também define vegetacdo de mangues como “vegetacdo
com influéncia flavio-marinha, tipica de solos limosos de regifes estuarinas e
disperséo descontinua ao longo da costa brasileira”. Segundo Veloso et al. (1991), o
manguezal pode ser classificado em mangue vermelho devido a predominancia de
Rhizophora mangle L., ou mangue branco com Laguncularia racemosa L. e mangue
sirilba com Avicennia sp. L., os dois primeiros colonizando os locais mais baixos e o
terceiro os locais mais altos e mais afastados da influéncia das marés.

Na Baixada Santista, a vegetacdo de restinga compde uma faixa que vai
desde a praia até, praticamente, o sopé da Serra do Mar (Guedes et al., 2006). A
mesma autora destaca que na composicao floristica da restinga nessa area, a
maioria dos taxons esta largamente distribuida em outros habitats, além de ocorrer
um grande numero de espécies da Serra do Mar, que caracteristicamente adentram

a vegetacgao da restinga (Fig. 3).

FISIONOMIAS DE VEGETAGAO CARACTERISTICA

GEOLOGIA E GEOMORFOLOGIA
) Praia (microalgas, fungos, herbacea)

Depésitos arenosos marinhos e edlicos atuais, holocénicos e

) Dunas (herbécea a arbustiva) | depositos fluviais recentes associados

I Escrube ou vegetagdo sobre corddes arenosos (arbustiva e herbacea) — Depésitos arenosos marinhos pleistocénicos e depésitos fluviais

) Entre-Corddes (herbacea-arbustiva) ...l recentes associados

) Floresta Baixa (arbustiva e arborea aberta) ——— Depésitos peliticos de origem lagunar efou fluvial, de idade holocénica
—— aatual, com turfeiras e depositos coluviais de baixada
) Brejo (herbacea)

) .0+ Depasitos de talus efou colivios pleistocénicos a atuais
! Floresta Alta (arborea fechada) 2l

+ , +
Paludosa (arbrea aberta) + ¥ Rochas do embasamento igneo-metamaérfico précambriano-mesozéico

W) (@ N @ ) &) k) k) (=)

Transigdo Restinga - Encosta (arbdrea com dossel fechado)

St (sem escala)

Figura 3. Perfil esquematico das planicies costeiras paulistas, com as variagbes geolégico-
geomorfolégicas e fisionomias da vegetacao de restinga (Adaptado de Souza et al., 1997).



Martins et al. (2008), em seu levantamento sobre a vegetacdo fanerégama da
regido de Bertioga, identificaram as dez familias mais representativas, em relagdo ao
namero de espécies: Orchidaceae, Myrtaceae, Bromeliaceae, Rubiaceae,
Asteraceae, Fabaceae, Cyperaceae, Melastomataceae, Poaceae e Solanaceae.
Guedes et al. (2006) destacam para a localidade da Enseada de S&o Lourenco,
onde se localiza a Praia de Itaguaré, as familias Myrtaceae, Lauraceae, Rubiaceae,
Arecaceae, Bignoniaceae e Melastomataceae.

Ambos os trabalhos adotaram como guia para reconhecimento das formacdes
vegetais, as classes estabelecidas pela Resolugcdo CONAMA n° 7/1996, que detalha
as fitofisionomias encontradas na vegetacdo de restinga. Essas classes sdao:
Vegetacdo de Praias e Dunas, Vegetacdo Sobre Corddes Arenosos (Escrube,
Floresta Baixa de Restinga, Floresta Alta de Restinga) e Vegetacdo Associada as
Depressbes (Entre Cordbes Arenosos, Brejo de Restinga, Floresta Paludosa,
Floresta Paludosa sobre Substrato Turfoso).

Souza et al. (1997) destacam para o setor morfodinamico no qual se encontra
Bertioga, as seguintes fisionomias vegetais: Vegetacdo de Praias restrita a poucas
areas sem erosdo praial; Fisionomias de Dunas, Brejo de Restinga e Floresta
Paludosa ocorrentes em areas reduzidas, estando as duas Ultimas associadas a
paleolagunas; Floresta Baixa de Restinga desenvolvendo em faixa estreita paralela
ao mar e as areas ocupadas por vegetacdo entre corddes.

Como indicado por Schaeffer-Novelli (2018a) no manguezal, as plantas sao
exigentes quanto a luz solar, suportam baixas concentracbes de oxigénio no
sedimento, convivem com agua salgada, conseguem se sustentar em substrato
lodoso e tém seus propagulos dispersos em meio aquatico. Em muitas areas, a faixa
entre 0 manguezal e a terra firme apresenta vegetacdo que ocupa terrenos pouco
atingidos pelas marés, como o Hibiscus tiliaceus L. (algodoeiro-da-praia ou embira-
do-mangue), Acrostichum aureum L. (avencdo) e Conocarpus erectus L. (mangue-
de-botdo). Sobre a superficie dos sedimentos podem ser encontradas diatomaceas
bentdnicas, cianobactérias e algumas cloroficeas (Schaeffer-Novelli, 2018b).

Durante os trabalhos de campo, observou-se a presenca de arvores de porte
médio, arbustos e ervas, com algumas ocorréncias de arvores emergentes (Fig. 4).
Notou-se uma grande quantidade de Dalbergia ecastaphyllum L.. (“marmeleiro-da
praia”), e de Blutaparon sp. (A.St.-Hil.), apesar deste ndo apresentar inflorescéncias.



Foi possivel também observar por todo o caminho plantas como o tdxon arboreo

Schinus sp. L. (Aroeira), e a erva Hydrocotyle sp. L., além de varias gramineas.

s e " & o
Figura 4. Aspectos vegetacionais: (a) fitofisionomia de setor da Praia de Itaguare, proximo a
desembocadura do Rio Itaguare. Alguns taxons encontrados durante trabalhos de campos: (b)
Sesuvium sp. e Hydrocotyle sp.; (c) Dalbergia ecastophyllum; (d) Talipariti pernambucense (“Hibisco
ou algodoeiro do mangue”, sin. de Hibiscus pernambucensis). Fotos: Thomas K. Akabane.

% -

Ha poucos estudos desenvolvidos com enfoque no levantamento floristico de
samambaias nas restingas, com apenas alguns trabalhos no nordeste brasileiro, no
estado do Espirito Santo e no Rio de Janeiro (Santos et al., 2004). Apesar disso,
durante as coletas em campo, foram observadas numerosas ocorréncias de

samambaias na regiao de praia e dunas (Fig 5).

NS Fyoes
R
o

aré, Bertioga - SP, e no
manguezal da regido: (a) ocorréncia na regido de dunas; (b), (c) co-ocorréncia com espécies de
vegetacdo de dunas; (d) samambaias na trilha para o manguezal; (e) Acrostichum sp. (samambaia-
do-mangue). Fotos: Thomas K. Akabane.
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Na trilha para o manguezal, além das espécies de samambaias tipicas como, por
exemplo, Acrostichum que no momento apresentavam-se desprovidos de
esporangios, notou-se a presenca de algumas Melastomataceae e Malvaceae, de
habito arboreo, como o “algodoeiro-da-praia”.

A dispersédo de pdlen e esporos nessa regido é predominantemente zodfila,
ou seja, 0 processo de transferéncia polinica de uma flor a outra € realizada por
animais, principalmente insetos e em alguns casos mais especificos por vertebrados
como aves e mamiferos tais como passaros e morcegos, entre outros (Faegri e van
der Pijl, 1979; Colinvaux et al., 1999). Por outro lado, a anemofilia, ou seja, a
dispersdo de pdlen e esporos pelo vento, apesar de ser relativamente menos
representada na regido de estudo, € uma estratégia de dispersdo empregada por
importantes taxons exoticos, ornamentais ou ndo, que ocorrem nas imediacdes tais
como Pinus L. e eucaliptos. Contudo, em diferentes estagios sucessionais, gerados
pelo avanco urbano e especulacdo imobilidria em todo o municipio (Fierz e Rosa,
1999), especialmente os iniciais onde ha uma representacdo mais significativa de
taxons oportunistas, a anemofilia torna-se mais representativa (Opler et al., 1980).

A distribuicdo das diferentes sindromes de polinizacdo nos taxons presentes
na area estudada encontra-se nos Apéndices A e B, baseando-se em levantamento
bibliografico (Lewis, 1986; Todzia, 1988; Buzato et al., 1994; Silva et al., 1996; Trigo
et al., 1996; van Dulmen, 2001; Taura e Laroca, 2004; Malerbo-Souza et al., 2004;
Lenza e Oliveira, 2005; Carvalho, 2009a; Suhs et al., 2009; Gomes et al., 2010;
Tavares, 2011; Negréo et al., 2013; Maroja, et al., 2018; Gottsberger e Silberbauer-
Gottsberger, 2018; Dorneles et al., 2013; Ramalho e Batista, 2005). Licofitas e
monilofitas (samambaias) produzem os esporos que necessitam apenas encontrar
um substrato com as condi¢cdes adequadas para germinar e formar um gametofito,
onde serdo produzidos gametas e ocorrera a reproducdo sexuada (Raven et al.,

1992), sem necessidade de um vetor para sua dispersao.
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3. MATERIAIS E METODOS

A metodologia aplicada no trabalho seguiu trés etapas principais: A.
simulacédo de trajetos; B. extracdo dos microvestigios que ficaram retidos nas roupas
e acessoérios ap0s a exposicao a diferentes ambientes da rota; C. tratamento
quimico dos sedimentos, seguido por montagem de laminas, identificacdo e

contagem dos taxons encontrados.

3.1. Simulacdes

Muitos estudos j& colaboraram com o entendimento da palinologia e sua
aplicacao nas ciéncias forenses, inclusive a partir de amostras obtidas de pecas de
roupas (Zavada et al., 2007; Scott et al., 2014; Webb et al., 2018). O que estes
estudos tém em comum é a metodologia baseada em condi¢fes laboratoriais ou até
mesmo em campo, poréem em situacdes controladas. Os dados obtidos nessas
simulacbes estabelecidas permitem uma andlise estatistica acurada devido a
comparacao com amostras de controle, além das repeticdes dos ensaios.

Para o presente estudo, foi idealizada uma situacdo mais proxima da
realidade das andlises forenses, ou seja, utilizaram-se tanto pecas ja em uso quanto
pecas limpas, por individuos que realizaram o mesmo trajeto, porém sob diferentes
circunstancias de contato com o ambiente (Tabela 1), além de oferecer mais ou
menos pecas para andlise. Isto € importante uma vez que na rotina pericial, analises
sao frequentemente realizadas a partir de pequenos fragmentos de pecas de
vestuario, que inclusive ja passaram por outros procedimentos (Wiltshire, 2016).

Os trajetos foram (Fig. 6) simulados em 19 de Setembro de 2017, por trés
pessoas, de altura média 1,70 m, e as diferencas fundamentais nas rotas, contato
com o ambiente e acessorios utilizados estdo especificadas na Tabela 1.

O ponto inicial foi na regido de dunas da Praia de Itaguaré, caminhando pela
areia, atravessando uma faixa rasa do Rio Itaguaré e pisando novamente na areia.
No caminho de volta, dessa vez cruzou-se uma parte mais larga do rio, mais
préxima ao mar, até retornar ao ponto inicial. Deste ponto, caminhou-se por uma
trilha aberta de mata de restinga até chegar a Rodovia BR 101 (Rio-Santos). A partir
dai, no caminho para o mangue, passou-se por outra trilha de mata aberta de
restinga, porém mais densa que a anterior, que margeia o0 mangue. Houve contato

com uma poca com acumulos organicos. Ao chegar ao local, houve uma breve
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caminhada pelo mangue seco, ou seja, sem lama, exposto pela baixa maré,

retornando pela trilha até a rodovia.

Google Earth

- 2l '3 = v

Figura 6. Trajeto das simulacdes de rota. (A) Ponto inicial na praia (P1); (B) Regido do manguezal
(P2); (1) Caminho saindo do ponto inicial; (2) Retorno ao ponto inicial; (3) trilha até a estrada; (4) trilha
até a regidao do manguezal, retornando pelo mesmo caminho até a estrada. No dia do trabalho de
campo, o rio encontrava-se menos volumoso do que a representacdo desta imagem de satélite.

Foto: Google Earth (acessado em Janeiro de 2019).

Tabela 1. Especificacdo de rotas, contatos com o ambiente e acessérios de cada individuo
participante da simulagéo de trajeto.

INDIVIDUO VESTIMENTA PRAIA MANGUE
; Porcao rasa do ~ o
1 Barra de calca jeans e rio, Agua até a Porgéo periférica, apenas no
sola de sapato ' . substrato seco
panturrilha
Barra de calca jeans, Por¢céo mais .
- S Transicdo entre os substratos
2 calca de moletom, ténis e funda do rio, agua
N seco e molhado
sola de sapato até o joelho
~ Porcao interior, no substrato
, Porcao profunda S .
3 Camiseta, Calga Jeans e do rio, Agua até a molhado firme, seguido de

Sapato contato com o rio que margeia

coxa . :
0 mangue, até a panturrilha
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A fim de facilitar o reconhecimento das variadas amostras obtidas de cada
individuo nos diferentes pontos, adotou-se o ambiente de praia como sendo P1 e
mangue como P2. Os individuos se manterédo identificados como 1, 2 e 3 conforme a
Tabela 1. As pecas de vestimenta/acessorios amostrados foram: camiseta, calca,
sapato, sola de sapato nunca utilizada e barra de calgca nunca utilizada. Foram
obtidas 11 amostras, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Identificacdo das amostras extraidas segundo a peca de vestimenta, individuo que a
utilizou e ambiente com o qual se manteve contato com 0s ecossistemas de praia e mangue.

AMN(;sDTAR » PEGA INDIVIDUO CODIGO
1 Sapato 2 PleP2
2 Sapato 2 PleP2
3 Calca 3 P1 e P2 (controle)
4 Calca 2 PleP2
5 Camiseta 3 P1 e P2 (controle)
6 Sapato 3 P1 e P2 (controle)
7 Sola 1 Ple P2
8 Sola 2 P2
9 Sola 2 P1
10 Barra 2 PleP2
11 Barra 1 Ple P2

As solas de sapato e as barras de calgca foram fixadas com fita silver tape
(Fig. 7). As amostras do individuo 3 estdo indicadas como “controle” pois estiveram
em contato com o ambiente por dois dias seguidos, indo e voltando da cidade de
Séo Paulo até Bertioga, com o intuito de observar se haveria alguma diferenca
guanto a retencdo dos vestigios. Vale ressaltar que com excec¢ado das solas e das
barras, que foram fixadas no ponto inicial da rota, os individuos ja sairam da cidade

de S&o Paulo vestindo as outras pecas.
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Figura 7 Etapas de simulagbes: (a) Aplicacdo das barras da calga; (b) aplicacdo de solas de sapato;
(c) caminhada pela praia; (d) caminhada pelo manguezal. Fotos: Thomas K. Akabane.

3.2. Caracterizacdo das Pecas
3.2.1. Camiseta
Camiseta de modelo simples de manga comprida, 100% algoddo e sem
estampas (amostra 5).

3.2.2. Calcgas

As amostras 3 e 4 a principio apresentam duas diferencas basicas: a amostra
3 é uma calca de tecido jeans e foi indicada como “controle” por ter saido de Sao
Paulo e ter ido até a regido de estudo, em Bertioga, por dois dias na mesma
semana, sem lavagem no periodo de intervalo entre os trajetos. J& a amostra 4 €
uma calca de moletom sintético, que saiu de Sdo Paulo até Bertioga e também fez
as simulacdes de trajeto, porém apenas no dia do trabalho de campo. Na Figura 8 é
possivel observar as tramas dos tecidos de ambas as calcas, evidenciando as
diferencas entre as fibras e o espaco entre elas. Nota-se que a amostra 3 apresenta

tramas com fibras maiores e menos espacadas em comparagdo com a 4.
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Figura 8. Tramas das calcas amostradas. (a) calca de moletom sintético (amostra 4); (b) fibra da
calca de moletom sintético medindo 0,131mm de largura, com uma disténcia de 0,093mm entre as
fibras; (c) calca jeans (amostra 3); (d) fibra da calgca jeans medindo 0,216mm de largura, com uma

distancia de 0,036 mm entre as fibras. Fotos: Cynthia Ramos

3.2.3. Barras de calga
Ambas barras de calgca sdo de um material do tipo jeans, porém mais fino e
maleéavel. As pecas foram cortadas em medidas de aproximadamente 35 cm x 35 cm
(Fig. 7a) e as imagens do tecido e da trama estéo na figura 9.

. f ; . A b ? ..\‘ /o 0,1 mmy
e - e 1 7 A4 '/ : .
Figura 9. Tecido utilizado como barra de calca (a); Detalhe da trama do tecido utilizado como barra de
calca, com dimensdes aproximadas da amostra 3, também de tecido jeans (b) (amostras 10 e 11).

Fotos: Marina M. Do Amaral (a) e Cynthia Ramos (b).
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3.2.4. Sapatos

As amostras de sapato 1, 2 e 6 apresentam algumas diferencas entre si. As
amostras 1 e 2 sdo de um par de ténis, que durante o trajeto foram usados pelo
mesmo individuo, com a Unica diferenca de que a amostra 2 € a do ténis que teve
uma sola fixada, que também foi incluida nas andlises (Fig. 7b). A amostra 6 é de
um par de botas de couro sintético que foram lavadas e processadas juntas, também
identificada como “controle” por ter estado na area de estudo duas vezes. O ténis é
composto por um tecido poroso (Fig. 10a), capaz de absorver e reter melhor
pequenas particulas, enquanto que a bota de couro sintético (Fig. 10b), apresenta
uma superficie lisa, com pouca porosidade e baixo poder de absor¢éo.

Figura 10. Sapatos utilizados no trabalho: (a) ténis (amostras 1 e 2); (b) bota de couro sintético
(amostra 6). Fotos: Cynthia Ramos.

3.2.5. Solas de sapato
As solas de sapato sdo de modelos de tipo ténis casual e sapato social, sem
diferencas aparentes na profundidade das ranhuras, com material de borracha,
ilustrado na figura 11.

Figura 11. Solas de sapato utilizadas no trabalho. Foto: Marina M. Do Amaral.
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3.3. Trabalhos Laboratoriais

Apés a exposicdo no ambiente, as pecas de vestuario e solas de sapato
foram retiradas e embaladas individualmente em sacos herméticos para evitar
contaminacgdo cruzada. Cada saco foi identificado com o nome do individuo que a
utilizou e o ponto onde a amostra entrou em contato (Fig. 12). Ao retornar para Sao
Paulo, todas foram levadas para o Laboratério de Micropaleontologia do
Departamento de Geologia Sedimentar e Ambiental (DGSA) do Instituto de
Geociéncias da Universidade de Sao Paulo (IGc/USP). As pecas foram dispostas
dentro de uma estufa previamente esterilizada com alcool 70°, a 50°C, para
secagem durante uma noite, evitando assim a proliferagdo de fungos que pudessem
contaminar as amostras e danificar os microvestigios coletados. Apds o periodo de

secagem, iniciou-se a extracdo de residuos para o0s tratamentos quimicos.

-y we = -y [

Figura 12. Amostras armazenadas nos sacos identificados apos a simulacéo. Fotos: Cynthia Ramos.

3.3.1. Extracdo dos residuos

Cada peca foi disposta em um balde ou béquer de 10 litros previamente
lavados com agua destilada e detergente neutro. A camiseta, assim como as calcas
e barras, foram imersas em agua destilada com uma pequena quantidade de
detergente, de aproximadamente 20 gotas, e levemente friccionadas para auxiliar na
remocgao dos microvestigios aderidos aos tecidos. Os sapatos e solas foram lavados
com agua destilada, com o auxilio de uma pisseta, seguido de remocdo dos
sedimentos incrustados nas reentrancias do solado com uma pequena espatula (Fig.
13).

Todo o material liquido resultante das lavagens de cada amostra foi
centrifugado a uma velocidade de 3000 rpm durante 5 minutos para descartar a
porcao liquida e concentrar o residuo. O precipitado da centrifugacdo foi sub-

amostrado para padronizar seu volume nos diferentes processamentos palinolégicos

19



e diatomodlogicos. Amostras com maior quantidade de sedimento (1, 2, 6, 7, 8, 9 e
10) foram amostrados em 1cms3, enquanto que nas com pouca quantidade (3, 4, 5,

11), amostrou-se 0,25cm3.
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Figura 13. Processo de extracdo dos residuos das botas em b"équer com agua destilada, com auxilio
de espatula em laboratério. Fotos: Cynthia Ramos.

3.3.2. Processamento quimico, identificacdo e contagem palinoldgica
As amostras destinadas a andlise palinoldgica foram processadas baseando-
se no padréo internacional de técnicas descritas em Colinvaux et al. (1999), com
algumas adaptacdes, como segue:

e As sub-amostras foram colocadas em tubos de polipropileno de 50 ml para
centrifuga;

e Pastilhas contendo 12.100 esporos de Lycopodium clavatum foram
adicionadas aos tubos como um marcador exotico, para auxiliar no célculo de
concentracdo dos palinomorfos. Esta técnica de Stockmarr (1971) é
equivalente a técnica de captura e recaptura (mark and recapture technique).
A guantidade de pastilhas adicionadas variou de 1 a 2 conforme o volume de
amostra, sendo para 0, 25 cm®*e 1 cm?, respectivamente;

e O carbonato presente na matriz da pastilha de Lycopodium foi removido,
adicionando 8 ml de HCI (acido hidrocloridrico) 10%;

e Para a dissolucdo da silica presente na amostra, foram adicionados 7 ml de
HF (4cido fluoridrico) 40%, com acdo de 2 horas em bloco aquecedor a
100°C, seguido de centrifugacdo com agua destilada (Fig. 14);
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Para remocdo do excesso de agua, adicionou-se 8 ml de C,H4O, (acido
acético glacial). As amostras foram centrifugadas e o liquido descartado. E
importante remover 0 excesso de agua para 0 passo seguinte, pois o contato
com acetdlise € explosivo.

O conteudo citoplasmatico e a celulose foram removidos pela reacdo de
“acetodlise”, uma hidrolise acida composta por 9 partes de (CH3;CO),O
(anidrido acético) e uma parte de H,SO,4 (acido sulftrico). Adicionou-se 8 ml
de acetdlise em cada tubo, que foram dispostos em banho-maria a 100°C por
10 minutos;

ApOs este procedimento, as amostras foram centrifugadas e o liquido
eliminado. Adicionou-se mais 8 ml de &cido acético glacial, foram novamente
centrifugadas e lavadas com agua destilada;

Os residuos finais foram tamisados em peneiras de 5 ym em aparelho de
ultrassom, em temperatura ambiente, durante 5 minutos;

Adicdo de élcool absoluto nos tubos para eliminacdo do excesso de agua e
glicerina para preservar as amostras. Os tubos ficaram em estufa a 50°C até
a eliminacao total do alcool;

Para montagem das laminas, uma gota do residuo final foi disposta em uma
lamina para microscopia juntamente com adicdo de uma gota de glicerina e
misturadas delicadamente com o auxilio de um palito esterilizado. Cada
lamina foi coberta por uma laminula cujas bordas foram previamente
preenchidas com parafina derretida. As laminas foram colocadas por alguns
segundos em chapa aquecedora a 95°C para fixacdo das laminulas. Esmaltes
transparentes foram utilizados para auxiliar na selagem.

Para cada amostra, trés laminas foram montadas e todos os graos de pdélen e
esporos de ambas foram contados. Utilizou-se os aumentos de 68X e 100X
em microscopio éptico.

Cada palinomorfo encontrado foi medido e fotografado, e fichas de
identificacdo foram montadas.

Para identificagéo dos tipos polinicos foi utilizada a palinoteca do Laboratoério
de Micropaleontologia do Instituto de Geociéncias da USP, assim como

referéncias modernas e classicas de atlas palinolégicos (Roubik e Patifio,
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1991, Colinvaux et al., 1999; Lorente et al., 2017; Weng et al., 2019; entre
outros).

il
Figura 14. Amostras em bloco aguecedor com HF para remocdo da silica presente no sedimento.
Fotos: Cynthia Ramos.

3.3.3. Processamento quimico, identificacdo e contagem diatomodlogica

A metodologia aplicada no processamento e contagem para analise

diatomdlogica foram baseadas nos protocolos estabelecidos por Battarbee (1986),

com algumas adaptacoes:
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As amostras foram oxidadas, para eliminagdo da matéria organica, com 5 ml
de H,0O, (peréxido de hidrogénio) em bloco aquecedor a 80°C. Os tubos
permaneceram no bloco até a reacdo cessar totalmente;

Apbs o processo de oxidacao, o residuo foi centrifugado, o liquido descartado
e adicionou-se 1 ml de HCI 37% para neutralizacédo e remocao de carbonatos;
Apdbs as amostras ficarem em decantacdo durante 24 horas, a porcéo liquida
foi descartada;

O residuo foi entdo transferido, com auxilio de uma pisseta com agua
destilada, para um béquer, onde completou-se até 150 ml de agua destilada.
As amostras ficaram novamente em decantacdo durante 24 horas e o liquido
foi descartado, adicionando-se mais 150 ml de agua destilada ao béquer.
Este processo foi repetido até a completa neutralizacdo do pH da agua
destilada;

Para a montagem das laminas, coletou-se, com o auxilio de uma micropipeta,
50 ul do residuo. Este foi colocado sobre laminulas dispostas em placa
aguecedora a 90°C para a evaporac¢ao da porcéo liquida. Duas gotas de meio



Entelan, com alto indice de refracdo, foram adicionadas ao centro de cada
lamina. As laminulas com o residuo seco, ou seja, com as frustulas
diatomaceas a elas aderidas, foram colocadas sobre as laminas com o meio
fixador (Fig. 15). Em seguida, pressionou-se delicadamente cada laminula
contra cada lamina para remocé&o de bolhas de ar;

Para cada amostra, foram feitas duas laminas e a contagem foi feita até se
chegar a pelo menos 500 valvas, com o exame completo do transecto onde
se atingiu esse valor;

Alguns espécimens representativos foram medidos e fotografados, e fichas de
identificacdo foram montadas para facilitar a contagem;

Para identificacdo das diatomaceas, foram consultadas referéncias modernas

e classicas em atlas e trabalhos académicos com imagens e descricdes das

valvas e frustulas (Patrick e Reimer, 1966, 1975; Krammer e Lange-Bertalot,
19861; Metzeltin e Lange-Bertalot, 1998; Lehmkuhl, 2009; Wetzel, 2011, entre

outros).

Figura 15. Montagem de laminas para andlise diatomologica, com o0 uso de micropipeta.
Primeiramente o residuo final é disperso com agua e pipetado sobre a laminula na chapa aquecedora
para evaporacao da dgua e consequente fixacdo das fristulas. Fotos: Cynthia Ramos.

3.3.4. Processamento quimico, identificacdo e contagem de
foraminiferos

As amostras passaram pelos processos de filtracao e flotacdo, baseados na

metodologia descrita em Boltovskoy e Wright (1976), com algumas alteracgdes:

Peneiras granulométricas com malhas de 500 pm, 350 um e 63 pm foram
dispostas respectivamente, uma sobre a outra, estando a de menor malha na
parte inferior;
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e As amostras foram transferidas para as peneiras e lavadas com o auxilio de
uma pisseta com agua destilada, os sedimentos das diferentes amostras,
retidos em cada uma das peneiras, foram transferidos para filtros de celulose
devidamente identificados com os numeros das amostras e das peneiras.

e Os filtros entdo foram dobrados e dispostos em estufa a 50°C para secagem,;

e Apés a secagem, o sedimento de cada filtro foi transferido para diferentes
béqueres e adicionou-se 5 ml de C,HCI; (tricloroetileno) para flotacdo dos
microvestigios;

e Apos o0 inicio da flotacdo, o liquido com esses sobrenadantes foi
delicadamente transferido para novos filtros de celulose. Esse processo foi
repetido em média trés vezes, até que ndo houvesse mais sedimentos
flutuantes;

e Os filtros permaneceram em capela de exaustdo até que o reagente secasse.

e Os sedimentos resultantes deste processo foram observados separadamente
em lupa estereoscopica e todos os foraminiferos encontrados foram
transferidos para uma lamina e fixados com gel fixador para cabelo.

e Todas as carapacas encontradas foram contadas e identificadas.

e Para identificacdo dos foraminiferos foram consultados trabalhos académicos
com imagens e descri¢cdes dos organismos (Rodrigues et al., 2003; Eichler et
al., 2006).

Posteriormente o sedimento que nao flutuou também foi analisado, pois
algumas carapacas podem ser mais pesadas e/ou ficarem fixadas no sedimento,
ndo conseguindo flotar no liquido (Boltovskoy e Wright, 1976).

3.4. Analises Estatisticas

Somente os palinomorfos e diatomaceas que ocorreram mais de uma vez
durante a contagem (ver Apéndices A e B) foram incluidos nas andlises estatisticas,
com intuito de remover o efeito do acaso e evitar questionamentos em tribunal.

Para quantificacdo dessas amostras palinologicas foram utilizados programas
computacionais tais como TILIA e TILIA GRAPH (Grimm e Troostheide, 1994). Estes
programas determinam, a partir dos dados obtidos da contagem, a porcentagem e
concentragdo, ou seja, numero de individuos por grama ou por ml da amostra

forense.

24



A concentracdo é baseada na seguinte equacéo:

(PC/LC) x TLad

VA

Onde:

PC = Contagem total de um determinado palinomorfo na amostra,

LC = Contagem total de esporos de Lycopodium naguela amostra;

TLad = Total de esporos de Lycopodium adicionados a amostra (12.100 se
uma pastilha ou 24.200 se duas pastilhas);

VA = Volume subamostrado em centimetros ctbicos (1 cm® ou 0,25 cm?®).

Para a concentracdo de diatomaceas, foi utilizada a seguinte equacéao:

DC x (Al/ Nc x Ac) x (VIA/VS)

Mi
Onde:

DC = Contagem total de uma determinada valva na amostra;
Al = Area da laminula (mm?);

Nc = N° de transectos contados;

Ac = Area do campo de VviS30 no microscopio;

ViA = Volume da amostra apés a oxidacao (ml);

VS = Volume de amostra pipetada;

Mi = Massa inicial subamostrada (g).

Adicionalmente, a analise multivariada Detrended Correspondence Analysis

(DCA) foi aplicada utilizando o programa estatistico Paleontological Statistics (PAST)

(Hammer et al., 2001), para identificar padrdes de distribuicdo das espécies. O DCA

é basicamente usado em analises ecologicas, fornecendo dados estatisticos a partir
de dados de abundéancia (Hill e Gauch Jr., 1980).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar o potencial forense de diferentes materiais apds as simulacdes
em campo, optou-se pela apresentacdo de resultados e discussdo de forma
individualizada das pecas de vestuario e os diferentes tecidos usados.

Para a interpretacdo dos resultados, foram utilizados somente os valores de
concentracdo dos microvestigios, pois a porcentagem pode tendenciar o resultado,
enquanto que para a concentracdo os calculos se basearam na abundancia do
marcador exético, além de levar em conta a quantidade subamostrada,
padronizando as amostras (Salgado-Laboriau, 2007).

Os palinomorfos foram divididos em quatro categorias: Restinga, Manguezal,
Mata Atlantica e Vegetacdo Local. Essas categorias foram criadas a fim de facilitar a
compreensao e interpretacao dos resultados.

A categoria “Manguezal’ foi criada para agrupar os grdos encontrados nas
amostras que pertencem a taxons ocorrentes somente em areas de mangue. Os
graos das familias Combretaceae e Melastomataceae sdo muito similares em sua
forma e tamanho (Erdtman, 1986) o que torna dificil a identificacdo e separagcdo dos
mesmos. Apesar de a familia Melastomataceae ser abundante na regido de restinga
(Amaral, 2003), a analise de DCA (Fig. 16a) revelou uma proximidade maior desse
taxon com outro elemento associado a mangues (Rhizophora). O que leva a crer,
sob a luz da Lei da Parcimbnia que ha uma grande possibilidade desses grdos
serem Combretaceae, uma familia mais representada em manguezais pelos
géneros Laguncularia e Conocarpus (Amaral, 2003). A morfologia do grao de pdlen
de Laguncularia € uma excecdo a similaridade entre essas familias por ser
tricolporado, enquanto que Conocarpus apresenta a tipica condicdo heterocolpada
das familias Combretaceae e Melastomataceae (Magalhées e Silva e Santos, 2009).
Dessa forma, esses grdos foram aqui atribuidos a Conocarpus e na categoria
“Manguezal” ficaram agrupados esse taxon e Rhizophora mangle.

Para a categoria “Restinga” foram selecionados alguns téxons que
comumente ocorrem em restingas ao longo da costa brasileira, apesar de ndo serem
exclusivos desse ecossistema. Ha certa dificuldade em selecionar elementos
endémicos de restinga, uma vez que a vegetacao ocorrente em areas com influéncia
marinha & também comumente encontrada em toda a extensdo da Mata Atlantica

(Cerqueira, 2000). No entanto, a partir de levantamento bibliografico sobre restingas
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(Rizzini, 1979; Ferri, 1980; Araujo and Lacerda, 1987; Barros et al., 1991; Couto and
Cordeiro, 2005; Sampaio et al., 2005), foi possivel selecionar alguns elementos que
sempre co-ocorrem mais especificamente em restingas ao longo da costa brasileira,
do que em areas mais interiorizadas.

Em “Vegetagao Local’, foram agrupados os tdxons que, apesar de ndo serem
exclusivos do PERB, e que podem ocorrer ao longo da Mata Atlantica ou até mesmo
em outros ecossistemas, foram indicados em estudos de levantamento floristico na
regido do PERB e/ou arredores (Guedes et al., 2006; Martins et al., 2008; Fundacao
Florestal, 2018), evidenciando a assinatura polinica da area. Essa categoria, por
reunir elementos co-ocorrentes de uma regido mais especifica, pode indicar a forca
da relacdo entre amostra e o contato com o ambiente.

A categoria “Mata Atlantica” foi criada para agrupar os elementos encontrados
nas amostras e que no entanto ndo sao especificos de manguezais, ndo foram
apontados nos estudos sobre restinga e nem nos levantamentos da vegetacédo da
regido de estudo. Esses taxons ocorrem em toda a Mata Atlantica, que é o
ecossistema onde a area de estudo esta inserida e em alguns casos, apresentam

ocorréncias também em outros ecossistemas.
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Figura 16a. Diagrama de distribuicdo DCA com todos os microvestigios encontrados nas amostras,

destacando a proximidade de Combretaceae / Melastomataceae a elemento de mangue, como
Rhizophora.

As diatomaceas também foram divididas em categorias a fim de facilitar a

interpretacéo, sendo elas: Marinha, Continental, Salobra e Nao Identificada (NI).
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As trés primeiras categorias foram selecionadas de acordo com levantamento
de dados (Forzza et al.,, 2010; Zappi et al., 2015; Algaebase, 2019; Moro e
Furstenberger, 1997) sobre o habitat de cada um dos taxons identificados. A
categoria NI foi criada de maneira a agrupar aquelas nas quais nao foi possivel
identificar a valva ou que, devido a identificagdo so ter sido realizada até nivel de
género, ndo foi viavel distinguir o habitat daquele tdxon, uma vez que dentro do

mesmo género, espécies diferentes habitam diferentes ambientes.

4.1. Camiseta

A amostra 5, camiseta controle, exposta duas vezes ao mesmo ambiente,
apresentou uma concentracdo muito baixa de microvestigios, com uma contagem de
apenas 9 grdos de pélen, além de nenhuma frastula de diatomacea e nenhuma
carapaca de foraminifero. Isto pode ser explicado pelo fato dessa amostra ndo ter
entrado em contato com a agua. Esta informacao pode ter implicacbes forenses uma
vez que isso resultou em auséncia de frastulas diatoméaceas, ou seja, somente o
contato direto do tecido com a agua poderia resultar em retencdo desses
microvestigios.

Para a analise de DCA, essa amostra foi excluida das variaveis, uma vez que,
devido a sua baixa contagem, a mesma tendencia o resultado estatisco, ao agrupar

todas as outras amostras em um ponto, afetando a interpretacao (Fig. 16b).
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Figura 16b. Diagrama de DCA das amostras, com todos os taxons de palinormorfos e diatomaceas
encontrados. E possivel notar a disparidade da Amostra 5, que dificulta a interpretagdo estatistica dos
resultados.
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No diagrama gerado pelo programa Tilia (Fig. 17), com os valores de
concentracdo de todos os palinomorfos encontrados nas amostras, também é
possivel perceber que a amostra 5 ndo apresentou destaque, devido a baixa
contagem de palinomorfos. A baixa representacdo de polen nesta amostra pode ser
explicada pela natureza da polinizacdo predominantemente zodfila da vegetacao
local. Uma vez que a camiseta ndo entrou em contato direto com a vegtagcéo, como
0 restante das amostras, seria provavel que grdos de polen anemdfilos, se
depositariam nela através da chuva polinica. Apesar dos graos anemdfilos serem
produzidos em maior quantidade, eles sdo notoriamente desprovidos de pollenkitt, e
tém baixa representatividade de tdxons na vegetacao da area (Traverse, 2007).

Uma informacéo relevante sobre essa amostra do ponto de vista forense
trata-se da da baixa representatividade em termos de concentracdo, causada pela
presenca de um unico grdo de Rhizophora mangle, um taxon caracteristicamente
anemofilo (Menezes et al., 1997). No presente estudo, onde ocorréncias de apenas
um unico individuo ndo foram contabilizadas nas analises estatisticas, em casos
como o desta amostra onde houve baixa contagem de microvestigios, seu
significado na interpretacdo judicial poderia ser representativo. Um grédo de
Rhizophora mangle encontrado nesta amostra € indicativo de contato com o
ecossistema de manguezal, especificamente.

E possivel notar que apesar da baixa contagem de microvestigios, a amostra
5 apresentou uma concentracao alta de Sorocea, um taxon arbéreo que faz parte da
vegetacao local, com ocorréncia na Mata Atlantica Ombrdfila Densa assim como na
Restinga (Zappi et al., 2015). Contudo esse taxon nao foi registrado em nenhuma
outra amostra. Além deste taxon pertencente a familia Moraceae, que € anemdfila,
foram também encontrados nesta amostra outros taxons dispersos pelo vento, tais

como Pinus, Trema e Borreria.
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Figura 17. Diagrama de concentracdo total de palinomorfos encontrados em todas as amostras, com destaque para a amostra 5, que apresentou baixa
contagem e portanto, ndo representa um bom indicador de coleta de palinomorfos para anélise forense.

31



4.2. Calcas

Os resultados da concentragdo de palinomorfos e diatomaceas encontrados
nas calcas é apresentado nas figuras 18 e 19.

Observa-se na figura 19 que a amostra 3 acumulou mais graos de polen e
esporos do que a amostra 4, no entanto, para as diatoméaceas (Fig. 18), a amostra 4
reteve maior numero de microvestigios e é provavel que esse fato ocorra devido a
dimenséo das tramas desses dois tecidos. Uma vez que o moletom apresenta fibras
mais espacadas, espera-se que sua malha retenha vestigios maiores como as
diatomaceas do que os gréos de pdlen que se apresentam em tamanhos menores.
Ja o jeans, com suas fibras mais proximas, manteve os diminutos grédos que se
acumularam durante os dois dias em que a calca esteve exposta ao ambiente.
Segundo (Traverse, 2007), graos de polen podem variar, em raros casos, entre 100
pm e 250 pm, porém a grande maioria, em média, apresentam dimensdes de
apenas 30 um. A grande maioria de frastulas de diatomaceas variam entre 10 um e
60 um nos taxons continentais contra marinhas que atingem valores maiores que
100 um, atingindo dimensfes proximas da tamanhos macroscoépicos, cerca de 1 mm
(Round et al., 1990; Vieira, 2011).

Essa hipdtese é corroborada a medida que se analisa a retencao de apenas
um tipo de microvestigio nos diferentes tecidos. A figura 18 mostra que alguns
taxons de diatomaceas ocorrem somente em um tipo de calca ou no outro, sem co-
ocorréncia nos diferentes tecidos. Na calca jeans, que neste caso apresenta uma
distancia entre suas fibras de apenas 36 um, apresentou ocorréncia exclusiva de
valvas com média de comprimento menor do que 30 um, como Gramatophora sp.
(14,6 pm x 3,2 um), Achnanthes coarctata (29,8 um x 7,8 um), Diploneis didyma
(28,5 pm x 10,7 pm) e Pinnularia borealis (29,7 pm x 8 pm). JA& o moletom
apresentou uma distancia entre as fibras de 93 um e as valvas de ocorréncia
exclusiva neste tecido, tém média de comprimento maior do que 33 um, chegando
até mais de 70 um. Sao elas: Pinnularia sp. (57 um x 7 um), Paralia sulcata (40,9
pm @), Craticula cuspidata (34,6 um x 9 pum), Nitzschia fasciculata (63 pm x 7,1 pum),
Navicula semen (40 um x 14,8 um), Mastogloia sp. (33,2 um x 10,3 um), Gyrosigma
strigilis (73,3 um x 11,7 um) e a Triceratium favus, uma diatomacea de grandes
propor¢cdes, que nas amostras sempre aparece quebrada, em fragmentos em torno

de 70 um.
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Figura 18. Diagrama de concentracio de diatomaceas encontradas nas amostras 3 e 4 (Calgas).
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categoria.

A diferenca entre as tramas dos tecidos que compdem as calcas pode
também explicar o porqué de a amostra 3 (calca jeans) ter retido uma concentracdo
menor de valvas de diatomaceas, mesmo tendo sido a amostra que mais manteve
contato com agua durante as simulacdes. Isso se deve provavelmente ao fato de
que tramas que nao conseguem absorver as diatomaceas, as mantém em sua
superficie, porém as frastulas sdo mais facilmente removidas, sem maior esforco
como ja relatado por (Scott et al., 2014).

Quanto a natureza do sinal diatomoldgico retido, embora com concentracdes
diferentes, ambos sé&o indicativos do contato dos diferentes tipos de tecido com os
ecossistemas aquaticos tanto continental quanto marinho, uma vez que nédo se
entrou em contato direto com a agua do mar, porém num contexto estuarino, com
influéncia marinha.

Ao contrario do que foi observado na analise diatomoldgica, a maior retencao
de grdos de pdélen e esporos ocorre na calca jeans, onde ficou um sinal claro dos
diferentes ambientes (praia X mangue) percorridos durante o trajeto. Neste caso,
ambas pecas de vestuario poderiam ser usadas em analises periciais.

E interessante notar nas calcas a alta concentracdo de vegetacdo ocorrente
no local de estudo e os elementos de mangue (Fig. 20), No caso da amostra 3 é
possivel que os valores mais altos de concentracdo tenham sido causados por maior
tempo de exposicédo da peca ao ambiente, ao contrario da amostra 4, exposta aos
ecossistemas locais por cerca da metade do tempo. Esse diferencial de retencao
de polen em funcdo do tempo de exposicdo de tecidos jeans entre outros foi
observado por Webb et al. (2018) em condi¢cdes de laboratorio. Esses autores

também destacam maior retengéo de palinomorfos por tecidos do tipo denim (jeans).
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Contudo, resultados contrarios a este, sdo apresentados por Zavada et al. (2007)
que destacam que ndo houve diferenca estatistica na retencéo de palinomorfos em
funcao do tipo de tecido usados. Contudo, esses autores fizeram simulacdes apenas
com algodao, poliéster, 14, seda e linho. Possivelmente a divergéncia desses
resultados com os de Bertioga, concordantes com Webb et al. (2018), possa ser
explicada pelo diferencial de retencdo de palinomorfos pelo jeans.
Independentemente dessa discussao, torna-se inequivoca a importancia do sinal
retido em ambas as pecas que confirmam o seu contato com diferentes

ecossistemas costeiros, com forte componente da vegetacao do local de estudo.

4.3. Barras de calca

A diferenca entre as amostras 10 e 11 é basicamente a intensidade com que
as barras entraram em contato com os ambientes. Ambas s&o de tecido jeans e
foram usadas no mesmo trajeto, porém a amostra 10 teve maior contato com a agua
do estuario no P1 e adentrou na por¢cdo do mangue com sedimentos inconsolidados
e muito imidos em P2, enquanto que a amostra 11 ficou apenas umedecida na agua
do estuario e permaneceu na por¢do marginal do mangue.

Na andlise diatomoldgica, essa diferenca entre as pecas em relagdo ao
contato com a agua fica evidente. Por exemplo, a amostra 10, que ficou
completamente submergida na 4gua, apresentou uma concentracao maior de valvas
do que a amostra 11 (Figs. 21 e 22).

Scott et al. (2014) ja haviam observado essa relacdo do tecido que entrou em
contato com a agua reter mais diatomaceas do que o que foi exposto ao ambiente e
que permeneceu seco. Porém é interessante notar que, assim como nas outras
pecas, as concentracbes entre as categorias se mantiveram proporcionais,
demonstrando que ndo € necessario um contato muito ativo com o ambiente para

reproduzir o seu sinal de maneira fidedigna.
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Figura 23. Concentracdo dos elementos encontrados nas barras de calga, separados por categoria.

Quanto ao sinal palinologico, nota-se que a amostra 11 ndo apresentou
elementos de mangue. Isso sugere que Rhizophora mangle exigiu um contato mais
direto, como uma caminhada pelo interior do manguezal, para que seu sinal ficasse
retido na peca (Fig. 23). O fato do material da amostra 10 ter sido molhado através
do contato com o rio em Pl pode também explicar essa maior retencdo de
Rhizophora, uma vez que os grdos de polen desse taxon, também sdo comumente

transportados pela agua (Langenheim et al., 1967).

4.4. Sapatos

Na Figura 24 é possivel observar que a concentracdo de diatomaceas néo
teve grande variacdo entre as amostras 1 e 2, com apenas poucas ocorréncias de
taxons em somente uma delas. Além disso, as concentracfes de elementos das
diferentes categorias (Fig. 26) também apresentam as mesmas propor¢des nas duas
amostras. Isso mostra que o sinal diatomolégico do trajeto € o mesmo para ambos
sapatos da mesma pessoa, de modo que facilita a acdo pericial em um caso que
nao se tem, ou ndo se pode ter ambos 0s sapatos que compdem o par, para analise.
Sendo assim, com apenas um sapato ja seria possivel estimar o trajeto do individuo,
gue nesse caso, claramente esteve em uma regido estuarina, por apresentar altas
concentragbes de elementos marinhos e continentais, além de alguns taxons
tipicamente de habitat salobro.

Para a amostra 6, esperava-se encontrar um numero maior de valvas, pois foi
a amostra do unico individuo que manteve mais contato com agua e entrou
novamente no rio, em sua por¢cdo que margeia 0 mangue, antes de caminhar de

volta pela trilha do P2. Contudo, o que se observa é que a bota acumulou menos
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microvestigios e é possivel que isto tenha ocorrido, assim como no caso das calgas,
devido a diferenca do material que compbe os sapatos. Essa diferenca de
concentracdo das diatomaceas entre os materiais dos sapatos é observada por
Levin et al. (2017), que afirmam que superficies mais asperas tendem a manter um
ndamero maior de microvestigios do que em materiais mais lisos. Os autores também
destacam que diatomaceas maiores sdo perdidas mais facilmente nessas
superficies pouco porosas. O que é refletido neste trabalho, uma vez que, com
excecao de Actinoptychus adriaticus, todas as diatomaceas apontadas como de
maior porte (> 33 pm) ocorrem em concentragdes bem menores na bota se
comparadas com as ocorréncias nos ténis. Independentemente desses fatos, as
concentracfes das categorias entre as amostras se mantém proporcionais, 0 que
significa que o sinal retido, por menor que seja, reflete 0 ambiente com o qual a peca
entrou em contato.

Em questdo de retencdo de palinomorfos (Fig. 25) nos diferentes tipos de
sapatos, fica nitida a diferenca entre ambos. A amostra 6 apresenta tdxons em maior
concentragdo, que nao co-ocorrem nas amostras 1 e 2, e quando ocorrem,
apresentam concentracdes baixas em relagdo as outras duas. Era esperado que a
amostra 6 apresentasse uma concentracdo maior de microvestigios, uma vez que
esteve por dois dias na area de estudo, além de ter concentrado o residuo dos dois
sapatos que compdem o par em apenas uma amostra. No entanto, como € possivel
observar na Figura 17, essa amostra reteve um menor nimero de palinomorfos,
possilvemente, como no caso das diatomaceas, devido ao material que compde
essa amostra. Outra semelhanca com a analise diatomolégica é o fato da retencao
de grédos de pélen e esporos de menor dimensdo como Alchornea, Borreria,
Matayba, Schinus e Rhizophora, menores que 30 um, ser maior no calcado de
superficie mais lisa, como verificado por Levin et al. (2017). Da mesma forma, gréos
de maiores dimensdes, ou seja, maiores que 30 um, como Manilkara subsericea e
maiores que 50 um como Cyathea, monoletes verrucados e Podocarpus, que

ficaram restritos ao sapato de tecido poroso.
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Figura 24. Diagrama de concentracdo de diatomaceas encontradas nas amostras 1, 2 e 6 (Sapatos)
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Figura 26. Concentracdo dos elementos encontrados nas amostras de sapato, separados por
categoria.

Entre as amostras 1 e 2, do par de ténis, fica mais evidente a diferenca de
concentracdo de palinomorfos. E provavel que o fato da sola (amostras 8 e 9) ter
sido aplicada sobre a sola do ténis, tenha impedido o maior acimulo de gréos de
polen e esporos nha amostra 2, 0 que ndo ocorre com diatoméaceas, devido ao fato do
ténis ter entrado em contato direto através de submersao na agua.

Riding et al. (2007) afirmam em seus estudos sobre as diferentes assinaturas
polinicas que ocorrem em sapatos, que o sinal do ultimo ambiente em que o cal¢ado
entrou em contato € o que fica visivel na analise do residuo extraido. Possivelmente
por essa razao € que o sinal mais representado nas amostras de sapato tenha sido
o de Mata Atlantica no geral, com menos destaque para a vegetacao especifica do
local e de areas de restinga. Isso porque ap0s o sapato entrar em contato com a
vegetacdo de restinga, proximo a regido de dunas, o trajeto seguiu para a area do
manguezal, onde se pisou numa poc¢a de agua sulforosa. Esse contato com a agua
possivelmente removeu uma parte dos microvestigios acumulados, seguido pelo
caminho de volta em uma trilha de mata aberta com elementos pouco especificos do
ambiente costeiro.

E interessante notar a ocorréncia de um foraminifero quitinoso na amostra 2,
que foi registrado somente uma vez em todas as amostras. Esses microorganismos
podem aparecer em analises palinologicas, por serem compostos de quitina € nao
se deteriorarem com o tratamento de HF (Boltovskoy e Wright, 1976; Zamora et al.,
2007). Assim como no caso dos foraminiferos carbonaticos, esse microvestigio
indicaria o contato com a praia, porém neste caso, devido a Unica ocorréncia, ele

nao seria considerado uma forte evidéncia se analisado sozinho.
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Figura 27. Diagrama de concentracdo de diatomaceas encontradas nas amostras 7, 8 e 9 (solas de sapato).
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Figura 29. Concentracdo dos elementos encontrados nas amostras de solas de sapato, separados
por categoria.

4.5. Solas de sapato

As amostras 7, 8 e 9 apresentam diferencas quanto ao ambiente com o qual
entraram em contato através do trajeto, sendo que a amostra 7 passou por P1 e P2
(praia/restinga e mangue), a amostra 8 passou somente por P2 (mangue) e a
amostra 9 somente em P1 (praia/restinga).

A amostra 9 que entrou em contato somente com a areia ndo acumulou graos
de polen, esporos e nem diatoméaceas, porém foi a Unica que reteve carapacas de
foraminiferos carbonéticos.

A decisédo de incluir a andlise de foraminiferos foi tomada apds o exame inicial
das laminas palinologicas e diatomoldgicas. As amostras 5 e principalmente a 9,
continham uma quantidade muito baixa de microvestigios que, em um caso real,
poderia inviabilizar a analise. Logo, com o conhecimento prévio de que o trajeto (ou
local de crime) foi em ambiente de praia, a extracdo de foraminiferos de amostras
dos individuos (ou suspeito / vitima), poderia indicar o contato com esse ambiente.

Eichler et al. (2006) relatam que no Canal de Bertioga, que emenda com as
aguas do rio Itapanhau, passando pelo PERB e que desemboca em Bertioga,
foraminiferos do género Elphidium ocorrem sempre em associacdo com
diatomaceas dos géneros Achnanthes, Diploneis, Eunotia, Grammatophora,
Gyrosigma, Navicula, Nitzschia e Pinnularia, sendo essa associagdo ecoldgica
encontrada na sola de sapato analisada (ver Apéndice B e Prancha 5).

O fato de a sola da qual o individuo pisou somente em areia, ndo ter retido
graos de podlen, esporos e frustulas de diatoméaceas, provavelmente ocorreu devido
a alta porosidade de solos arenosos, que ndo permitem acumulo desses

microvestigios devido a percolacdo e eventual oxidacéo (Salgado-Laboriau, 2007).
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A amostra 7, por ter entrado em contato direto com a agua do rio em P1 e
depois com o manguezal, reteve um maior nimero de fristulas de diatomaceas,
tanto de origem marinha quanto continental, do que a amostra 8 que esteve em
contato apenas com o solo do manguezal (Figs. 27 e 29).

No caso dos palinomorfos, ocorreu o contrario; O que reteve mais
microvestigios foi a amostra 8. Provavelmente, pelo fato da amostra 7 ter acumulado
graos de areia antes de entrar em contato com o solo mais argiloso do manguezal, a
granulometria grossa da areia, ndo permitiu uma alta fixacdo desse sedimento na
sola, o que ja foi observado na amostra 9 (Fig. 28 e 29).

O trajeto realizado se iniciou na areia da praia, passando por uma trilha de
mata aberta, atravessando a rodovia, seguindo por uma trilha de mata mais fechada,
entrando em contato com o manguezal e voltando pela mesma trilha fechada até
chegar novamente a rodovia. Como ja citado, Riding et al. (2007) destacam a
importancia do ultimo sinal do ambiente ser mais evidente em amostras de cal¢ados.
Neste estudo, essa ideia se corrobora, uma vez que € possivel notar o quanto a
vegetacdo de Mata Atlantica se destaca perante as outras em questdo de
concentragéo de palinomorfos retidos nas solas. Por outro lado, 0s outros ambientes
por onde a sola passou também ficaram assinalados, ainda que em menor
guantidade, principalmente a de um tipo muito especifico de vegetacdo, como a de
mangue. No caso da regido de estudo, a sola, portanto forneceria informacgdes Uteis
a pericia, ao contrario de outros tipos de vegetagdo com dispersao
predominantemente anemofila, especialmente em locais de clima temperado, onde é
recomendado o uso da parte superior do calcado por reter mais facilmente sinal

transportado pelo vento (Morgan et al., 2009; Wiltshire, 2016).

4.6. Integracéo dos dados

Ao comparar amostras de calca e barras de calgca, com exce¢do da amostra
controle, as outras mantiveram valores de concentragdo muito prOXimos e com as
diferentes categorias representadas de maneira equivalente. Esses dados mostram
gue em um caso real, onde o palindlogo forense ndo tem acesso prioritario as pecas
de roupas usadas como evidencia (Wiltshire, 2016), apenas um fragmento de uma
peca poderia ser utilizado, sem prejudicar as outras analises (DNA, sangue, cabelos
etc) e ainda assim refletir o ambiente com o qual entrou em contato. Nesse caso,

somente a barra da calca poderia ser recortada da calga inteira e periciada para

47



extracdo de grédos de pdlen, esporos e diatoméaceas e dependendo da dindmica de
cada crime, ao invés da barra, outra porcdo da vestimenta poderia ser utilizada
(Negrini Neto, 2009).

Quanto aos sapatos e somente solas de sapatos, a ideia se repete
parcialmente: em algumas amostras, somente uma por¢cdo da peca é capaz de
refletir a realidade do todo. Porém, se o perito so6 tivesse recebido a sola de sapato
do individuo 2 que andou somente na praia (amostra 9), ndo teria sido possivel a
extracdo de grdos de polen. Caso recebesse outra peca desse mesmo individuo,
como a barra da calca, os sinais confirmariam uma regido esturarina, através da
ocorréncia de diatomaceas de habitats marinho, continental e salobro.

A associacao de diferentes pecas apresentaria um laudo mais robusto, como
no caso da camiseta (amostra 5), que sozinha nado foi o suficiente para se extrair
uma assinatura polinica; Uma andlise de qualquer outra peca do vestuério do
individuo 3, apontaria um contato com a area do trajeto. E também importante saber
0 que procurar numa evidéncia (Morgan, 2017), ou da necessidade de incluir uma
analise a posteriori, como na amostra 9. Esta ndo apresentou nenhum microvestigio
através das analises pré-estabelecidas no trabalho, mas indicou contato com o
ambiente costeiro na analise de foraminiferos.

A grande representacdo de graos de esporos também foi esperada, uma vez
gue foram observadas as ocorréncias de varias samambaias tanto no ambiente de
praia como no de mangue. Amaral (2003) menciona a alta ocorréncia de esporos
como representantes das areas mais Umidas da Mata Atlantica, o que ocorre na
regido de estudo. E importante notar que as amostras que entraram em contato com
0 mangue nao retiveram esporos de Acrostichum, mesmo com algumas ocorréncias
desta samambaia tipica de manguezais pelo trajeto. E provavel que isso tenha
ocorrido devido ao fato de que naquela trilha, a época das simulacdes, foi observado
gue as folhas dessa planta ndo apresentavam esporangios. Este resultado €
interessante para ilustrar os limites das representagfes das plantas nos locais, uma
vez que nem todas presentes no ambiente deixam registro no espectro polinico.

O fato de Rhizophora ter sido representado no contato com a area de
manguezal e Avicennia ndo ter sido encontrado nas amostras pode ter ocorrido
devido a diferenca na distribuicdo entre os grdos de poélen de cada tdxon. Muller

(1959) observou a menor producdo e menor poder de dispersdo dos gréos de pélen
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de Avicennia quando comparados com Rhizophora. Também na area de estudo,
foram observados um numero maior de arvores de Rhizophora na regido do trajeto.

A influéncia da direcdo dos ventos na regido nao foi suficiente para alterar o
processo de precipitacgdo de grdos de Podocarpus na area. Observando a
quantidade desses gréos tipicamente anemofilos e representantes de mata de
altitude (Ledru et al., 2007) encontrados nas amostras, era esperado que 0s ventos
estivessem na direcdo da encosta para o mar, porém para aquele ano, a média da
direcdo dos ventos foi no sentido contrario. Salgado-Laboriau (2007) explica que a
eficiéncia da polinizagdo anemofila se da justamente pela complexidade de sua
disperséo, sendo a direcdo dos ventos somente uma das variaveis, assim como
também sao influenciados a nivel regional, por massas de ar mais fortes e até
mesmo através da chuva polinica trazida pela atmosfera.

Sobre a hip6tese de que o sinal palinolégico indicaria 0 ambiente com o qual
a peca de roupa periciada entrou em contato, foi possivel observar que a associacao
dos taxons de palinomorfos e diatomaceas extraidos das pecas, apontou uma
relacdo com o ambiente costeiro. Sem duvida, o taxon mais significativo desse
ambiente foi o de Rhizophora mangle, que mais do que indicar um ambiente
litordneo, mostrou o contato com manguezais. A regidao do PERB, apesar de nao ter
taxons exclusivos, produz uma assinatura polinica que também n&o pode ser
excluida das amostras, indicando, juntamente com a andlise diatomodlogica e de

foraminiferos, uma ligacéo plausivel e ndo-exclusiva das amostras com essa regiao.
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5. CONCLUSOES E SUBSIDIOS A FUTUROS PROTOCOLOS FORENSES

Esta pesquisa exploratéria dentro da estratégia desenvolvida pela CAPES
para impulsionar as ciéncias forenses no Brasil, ancorada por vinculos académicos e
periciais, apresentou resultados positivos para subsidiar protocolos forenses na area
de palinologia no pais.

O trabalho trouxe uma temética pioneira no Brasil, simulando rotas para
checagem da retencdo diferencial de microvestigios em funcdo de tipos de
vestimenta, associando diferentes fontes de evidéncia, como palinomorfos,
diatoméaceas e foraminiferos. Tudo isso com o desafio de lidar com a realidade
ambiental do pais que apresenta uma vegetacdo com padrdo de polinizacdo
predominantemente zodfila e extremamente heterogénea.

Observou-se o fato de que sinais especificos séo retidos simultaneamente em
diferentes materiais e pecas, informacao de grande utilidade na rotina pericial, uma
vez que esse conhecimento garante uma maior disponibilidade de amostras do
mesmo individuo.

Desconsiderar os taxons ocorrentes apenas uma vez, manteve uma analise
conservadora, 0 que concorda com a presuncdo de inocéncia, uma garantia
processual do direito brasileiro que beneficia 0 acusado no caso de duvida razoavel
guanto a sua culpabilidade.

Os resultados também mostraram a necessidade de desenvolvimento de
pesquisas adicionais que agreguem mais robustez a interpretacdo estatistica dos
resultados tais como amostras de solo para controle e repeticdes de trajetos. Isso
porque a complexidade da identificacdo de palinomorfos em ecossistemas como a
Mata Atlantica do litoral do estado de S&o Paulo, em que raramente € possivel
apontar uma espécie endémica, dificulta o direcionamento para a exatidao
geografica.

Portanto, mesmo com importantes resultados para a interpretacdo forense em
area litoranea da regido Sudeste do Brasil - onde se localiza 0 maior e 0 mais
importante porto da América Latina - € recomendada a repeticdo deste estudo em
outras areas do pais. Sua aplicacdo em outros ecossistemas e em diferentes épocas
do ano ird expandir e corroborar com a elaboracdo de protocolos palinolégicos para

a pericia cientifica brasileira.
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Apéndice A — Listagem dos palinomorfos encontrados nas amostras, tipo de polinizacdo e a categoria
na qual foi alocada neste trabalho.

Angiospermas e Gimnospermas

Téxon Polinizagéo Categoria
AMARANTHACEAE
Althernanthera Zodfila Mata Atlantica
Amaranthus Zodfila Mata Atlantica
ANACARDIACEAE
Tapirira Zodfila Restinga
Schinus Zodfila Restinga
APOCYNACEAE
Forsteronia Zodfila Vegetacao Local
AQUIFOLIACEAE
llex Zodfila Vegetacao Local
ARALIACEAE
Schefflera Zodfila Vegetacao Local
ARECACEAE
Euterpe Zodfila Vegetacao Local
Geonoma Zodfila Vegetacado Local
ASTERACEAE
Baccharis Zodfila Vegetacado Local
Centratherum punctatum Zodfila Vegetacéo Local
Vernonanthura Zodfila Vegetacao Local
Bidens Zodfila Mata Atlantica
CANNABACEAE
Trema Anemdfila Vegetacao Local
CHLORANTACEAE
Hedyosmum Anemdfila Vegetagédo Local
COMBRETACEAE/MELASTOMATACEAE
Combretaceae/Melastomataceae Zodfila Manguezal
EUPHORBIACEAE
Alchornea Anemdfila Restinga
FABACEAE
Bowdichia Zodfila Mata Atantica
Mimosa Zodfila Mata Atantica
MALVACEAE
Abutilon Zodfila Mata Atantica
MELIACEAE
Cabralea Zodfila Vegetacao Local
Trichilia Zodfila Vegetacao Local
MORACEAE
Sorocea Anemdfila Vegetacéo Local
MYRISTICACEAE
Virola Zodfila Vegetacao Local
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Apéndice A - continuacéo

Angiospermas e Gimnospermas

Taxon Polinizacao Categoria
PINACEAE
Pinus Anemofila Mata Atantica
POACEAE
Poaceae Anemdfila Mata Atantica
PODOCARPACEAE
Podocarpus Anemdfila Vegetacéo Local
PRIMULACEAE
Myrsine Zoofila/Anemofila Restiga
PROTEACEAE
Roupala Zodfila Mata Atantica
RHIZOPHORACEAE
Rhizophora Anemodfila Manguezal
RUBIACEAE
Blepharocalyx Zoofila Vegetacao Local
Borreria Zodfila Vegetacao Local
RUTACEAE
Citrus Zodfila Mata Atantica
SAPINDACEAE
Matayba Zodfila Restinga
SAPOTACEAE
Manilkara subseriaceae Zodfila Restinga
URTICACEAE
Urticaceae Anemofila Mata Atantica

Licofitas e Monildfitas

CYATHEACEAE
Cyathea - Vegetacao Local
DENNSTAEDTIACEAE
Dennstaedtia - Mata Atlantica
LINDSAEACEAE
Lindsaeae - Vegetacao Local
LYCOPODIACEAE
Lycopodiella - Vegetacao Local
POLYPODIACEAE
Grammitis - Vegetacao Local
PTERIDACEAE
Pteris - Vegetacao Local
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Apéndice B — Listagem das diatoméaceas encontradas nas amostras, o habitat e a categoria na qual
foi alocada neste trabalho.

Taxon Habitat Categoria
ACHNANTHES
Achnanthes brevipes Bentos / Plancton Marinho
Acnhanthes sp. 1 Indeterminado NI
Achnanthes sp. 2 Indeterminado NI
Achnanthes sp. 3 Indeterminado NI
ACHNANTHIDIUM
Achnanthidium coarctatum Indeterminado Marinho
ACTINOPTYCHUS
Actinoptychus adriaticus Plancton Marinho
Actinoptychus campanulifer Plancton Marinho
AMPHORA
Amphora coffeaeformis Plancton Marinho
Amphora commutata Plancton Marinho
Amphora ovalis Plancton Marinho
Amphora sp. 1 Bentos / Plancton Marinho
Amphora sp. 2 Bentos / Plancton Marinho
Amphora sp. 3 Bentos / Plancton Marinho
Amphora sp. 4 Bentos / Plancton Marinho
Amphora sp. 5 Bentos / Plancton Marinho
AULACOSEIRA
Aulacoseira sp. 1 Plancton Continental
Aulacoseira sp. 2 Plancton Continental
BACILLARIA
Bacillaria paxillifera Plancton Marinho
CALONEIS
Caloneis bacillum Bentos Continental
COSCINODISCUS
Coscinodiscus sp. 1 Plancton Marinho
COSMIONEIS
Cosmioeis pusilla Bentos Salobra
CRATICULA
Craticula cuspidata Bentos Continental
CYCLOTELLA
Cyclotella litoralis Plancton Marinho
Cyclotella stylorum Plancton Marinho
CYMBELLA
Cymbella sp. Bentos Continental
DIPLONEIS
Diploneis bombus Plancton Continental
Diploneis crabro Plancton Marinho
Diploneis didyma Plancton Continental
Diploneis ovalis Plancton Continental
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Apéndice B - continuacéo

Téxon Habitat Categoria
Diploneis smithii Plancton Continental
Diploneis sp. 1 Indeterminado NI
Diploneis sp. 2 Indeterminado NI
ENCYONEMA
Encyonema silesiacum Bentos Continental
FRAGILARIA
Fragilaria capucina Indeterminado Continental
GOMPHONEMA
Gomphonema sp. Bentos / Plancton Continental
GRAMMATOPHORA
Grammatophora sp. Plancton Marinho
GYROSIGMA
Gyrosigma sp. Plancton Continental
Gyrosigma strigilis Plancton Continental
HEMIDISCUS
Hemidiscus ovalis Plancton Marinho
KOIZUMIA
Koizumia adaroi Plancton Continental
MARGARITUM
Margaritum tenebro Plancton Marinho
MASTOGLOIA
Mastogloia sp. Plancton Marinho
NAVICULA
Navicula brasiliana Plancton Continental
Navicula halophila Bentos Continental
Navicula semen Bentos Continental
Navicula sp. 1 Indeterminado Continental
Navicula sp. 2 Indeterminado Continental
Navicula sp. 3 Indeterminado Continental
Navicula sp. 4 Indeterminado Continental
Navicula sp. 5 Indeterminado Continental
Navicula sp. 6 Indeterminado Continental
Navicula sp. 7 Indeterminado Continental
Navicula sp. 8 Indeterminado Continental
Navicula sp. 9 Indeterminado Continental
Navicula sp. 10 Indeterminado Continental
NITZSCHIA
Nitzschia fasciculata Plancton Marinho
Nitzschia sigma Plancton Continental
PARALIA
Paralia sulcata Plancton Marinho
PINNULARIA
Pinnularia borealis Bentos Continental
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Apéndice B - continuacéo

Téxon Habitat Categoria
Pinularia viridis Bentos Continental
Pinnularis sp. Indeterminado Continental
PLAGIOGRAMMA
Plagiogramma tenuistriatum Indeterminado NI
PLANOTHIDIUM
Planothidium biporomum Bentos Continental
Planothidium ellipticum Bentos Continental
PLEUROSIRA
Pleurosira sp. Plancton Continental
PODOSIRA
Podosira stelligera Plancton Marinho
PSAMMODICTYON
Psammodictyon panduriforme Plancton Marinho
RAPHONEIS
Raphoneis sp. Plancton Marinho
RHOPALODIA
Rhopalodia musculus Plancton Continental
SEMINAVIS
Seminavis robusta Plancton Marinho
SHIONODISCUS
Shionodiscus oestrupii Plancton Marinho
STAUROSIRA
Staurosira venter Bentos Continental
THALASSIONEMA
Thalassionema nitzschioides Plancton Marinho
THALASSIOSIRA
Thalassiosira eccentrica Plancton Marinho
Thalassiosira oestrupii Plancton Marinho
Thalassiosira punctigera Plancton Marinho
TRICERATIUM
Triceratium favus Plancton Marinho
TRYBLIONELLA
Tryblionella apiculata Bentos Marinho
Tryblionella sp. Bentos / Plancton Salobra
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Apéndice C — Descricao morfolégica dos principais taxons de palinomorfos (P = medida do eixo polar,
E = medida do eixo equatorial, DE = didmetro equatorial, EM = eixo maior).

Rhizophora mangle

Grao monade, tricolporado, ambito triangular, psilado
P (16,6 — 23,6 um) / E (16,9 — 24 ym)

Prancha 1: 01-02

Matayba sp.

Grao mbnade, tricolporado, sincolpado, ambito triangular, microrreticulado
P (14,5-15,7 um)/ E (26,7 — 31,1 um)

Prancha 1: 03-04

Schinus sp.

Grao ménade, tricolporado, ambito triangular convexo, estriado-reticulado
P(21,4-22,3 um)/E (19,7 — 22,1 um)

Prancha 1: 05-07

Manilkara subscericeae

Grao mbénade, pentacolporado, ambito circular, psilado
P (33,6 - 35,5um)/ E (27,2 — 35,9 um)

Prancha 1: 08-10

Alchornea sp.

Grao ménade, tricolporado, ambito subtriangular, escabrado
P((14,9-20pum)/E 17,4 - 21,4 um)

Prancha 1: 11-14

Cyathea sp.

Esporo subtriangular, trilete, psilado a escabrado
DE (51 - 61 pm)

Prancha 2: 15 - 17

Monoletes verrucados

Esporos elipsoidais, monoletes, verrucados
EM (48,7 — 51,3 um)

Prancha 2: 18 — 21

Combretaceae/Melastomataceae (c.f. Conocarpus)
Grdo mbnade, heterocolpado, circular a subporlato, psilado
P (19,3-20,4 um)/E (17,9 — 18,9 um)

Prancha 2: 22-24

Podocarpus sp.

Grao vesiculado, bissacado, com sacos aéreos reticulados
P (25 - 40pum)/ EM (/39 - 70um)

Prancha 2: 25-26

Borreria sp.

Grao mbnade, 7-8 estefanocolporadado, ambito circular, reticulado
P (15,5-25um)/ E (20 - 28 um)

Prancha 2: 27-30
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Apéndice D — Descricdo morfolégica dos principais taxons de diatomaceas (D = diametro, C =

comprimento, L = largura)

Actinoptychus adriaticus
D (36,6 um)
Prancha 3: 31

Paralia sulcata
D (40,9 um)
Prancha 3: 32

Triceratium favus
Fragmento com 60 um
Prancha 3: 33

Craticula cuspidata
C (34,6 um) / (9 pm)
19 estrias (10 pm)
Prancha 3: 34

Pinnularia borealis
C (29,7 um) /L (8 pum)
7 estrias (10 pm)
Prancha 3: 35

Diploneis didyma

C (28,5 um) /L (10,7 um)
14 estrias (10 pm)
Prancha 3: 36

Nitzschia fasciculata
C(®3um)/L (7,1 um)
6 estrias (10 pm)
Prancha 3: 37

Achnanthes coarctata
C (29,8 um) /L (7,7 pm)
14 estrias (10 pm)
Prancha 4: 38

Gramatophora sp.

C (14,6 um) / L (3,2 pm)
18 estrias (10 um)
Prancha 4: 39

Navicula semen
C@A0pum)/L (14,8 um)
16 estrias (10 pm)
Prancha 4: 40

Mastogloia sp.

C (33,2 um) /L (10,3 um)
23 estrias (10 pum)
Prancha 4: 41

Gyrosigma strigilis
C((73,3um) /L (11,7 um)
24 estrias (10 pm)
Prancha 4: 42

Pinnularia sp.

C (57 um) /L (7 pm)
8 estrias (10 um)
Prancha 4: 43
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PRANCHA 1

Figuras 01 -14: 01 - 02: Rhizophora mangle; 03 - 04: Matayba sp.; 05 -07: Schinus sp.; 08
-10: Manilkara subsericeae; 11 - 14: Alchornea sp.



PRANCHA 2

Figuras 15 - 30: 15 - 17: Cyathea sp.; 18 - 21: Monoletes verrucados; 22 - 24:
Combretaceae / Melastomataceae; 25 - 26: Podocarpus sp.; 27 - 30 Borreria sp.
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PRANCHA 3

Figuras 31 - 37: 31: Actinoptychus adriaticus; 32: Paralia sulcata; 33: Triceratium favus;
34: Craticula cuspidata; 35: Pinnularia borealis; 36: Diploneis didyma; 37: Nitzschia
fasciculata
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PRANCHA 4

Figuras 38 - 43: 38: Achnanthes coarctata; 39: Gramatophora sp.; 40: Navicula semen;
41: Mastogloia sp.; 42: Gyrosigma strigilis; 43: Pinnularia sp.
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PRANCHA 5

Figuras 44 - 53: 44 - 45: Pseudononion atlanticum; 46 - 47: Quinqueloculina sp.; 48:
Arenoparrella mexicana; 49: Elphidium sp.; 50: Hanzawaia boueana; 51: Ammonia tepida,;

52 -53: Indeterminado
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