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Técnicas de preparacdo microscopica
de Artrépodes

E situagdo corrente para o técnico de
fitossanidade ter de recorrer a prepara-
¢des microscdpicas de material infestante
a fim de chegar ao conhecimento do
agente causal.

Se é certo que para o fitiatra bastara
em muitos cascs o estudo da sintomato-
logia e o exame macroscépico do agente,
também é verdade que em muitos outros
casos a determinac¢do sequra da espécie
atacante s6 com o auxilio do microscépio
composto serd possivel.

Referindo-nos por agora apenas aos
Artrépodes, ncmeadamente insectos e
acaros, podemos dizer que nem sempre
é indispensavel a execucio de prepara-
¢Oes microscépicas. De facto, o reconhe-
cimento especifico de numerosos insectos
é pessivel mediante a observacio directa
dos exemplares com o auxilio do micros-
copio estereoscépico, vulgarmente conhe-
cido por «lupa», ndo necessitando recor-
rer as referidas preparacses. Contudo,
para facilitar o exame, proceder-se-a a
uma montagem do tipo macroscépico.
Sdo exemplos disto as montagens em
alfinete, quer directamente quer por cola-
gem numa ponta de cartolina.

Desde que se tenha de empregar uma
ampliagdo superior a 50 ou 100 vezes,
passa-se ao dominio do microscépio pre-
priamente dito e, assim, & obrigacio de
preparar o material entre lamina e lamela.
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Isto ndo acontece somente com os espé-
cimes mais pequenos, inferiores a 3 mm
de comprimento, mas também com outros
maiores quando se pretende examinar
uma pec¢a ou uma parte destacada, como
por exemplo uma peca bucal, o aparelho
reprodutor, uma escama, ou um arti-
culo duma pata. Em tudo o que se segue
referimo-nos exclusivamente a microsco-
pia dptica.

Tipos de preparacdo
e sua escolha

Mesmo dentro de um grupo restrito,
como o dos Artrépodes, podem consi-
derar-se diversos tipos de preparagio e
sd0 numerosas as técnicas possiveis. Além
de necessidade de preparar material
somente para identificacdo, ha também
a de constituir_com ele coleccdes de refe-
réncia_que, por esse facto, deverdo ser
de longa duragdo. Temos assim prepa-
racoes temporarias e preparagoes. perma-
nentes que diferem essencialmente no
meio de montagem. Evidentemente que
hd também a considerar inimeros casos
relacionados com estudos especiais, e
nestes podem estar incluidas preparacbes
em esfregaco (por ex.: hemolinfa de
insectcs), e toda uma série de técnicas
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histolégicas (cortes *finos dz tecidos ou
orgaos).

Perante uma vastissima lista de méto-
dos utilizaveis em micrografia, a dificul-
dade nao reside tanto na execugdo per-
feita de uma determinada técnica comc
numa escolha acertada. O que é real-
mente necessario é definir claramente o
que se pretende observar em face do
material dado e das disponibilidades de
meios e de tempo.

Dum modo geral pode dizer-se que
ndo existem técnicas perfeitas ou ideais
para todos os casos. E é também bom
lembrar que quanto maior for o nimero
de manipulagdes maior ¢ o risco de dete-
ricracio do material. Por outro lado.
pode acontecer ndo ser possivel obter
tudo o que se pretende com uma s6
técnica e assim tornar-se necessario divi-
dir o material disponivel em duas ou
mais partes que serdc dirigidas para
outras tantas técnicas.

E muito facil a ocorréncia de insu-
cessos a pessoas pouco experientes.
A estas recomenda-se um exame de por-
menor, fase por fase. ao material em tra-
tamentc pois é certo que o mais leve
descuido pode levar & sua inutilizagdo
completa. Contudo, em muitos casos €
impossivel evitar certas alteragoes, sobre-
tudo na pigmentagdo e na propergao das
dimensdes. O técnico devera estar ciente
dessa possibilidade e saber interpretar
correctamente a preparagao.

Referimo-nos atras a alguns tipos de
preparacio e a existéncia de numerosos
métcdos ou técnicas. Na verdade existem
tantos métodos quantos queira a nossa
imaginagdo.

O essencial é sabermos o que pode-
mos esperar das propriedades de um
numero relativamente pequeno de rea-
gentes aprcpriados aos trabalhos com
Artropodes. Se assim for, poderemes com
éxito ajustar um dado método conhecido.
modificando-o de accrdo com o estado

particular em que o nosso material se
cngontra

preparagcio microscopica de Arfropodcs

Técnicas gerais usadas na
montagem de Artrépodes

Dum modo geral podemos indicar as
seguintes fases na preparagdo do mate-
rial do tipo aqui considerado:

Anestesia e morte — Fixa¢do — Dis-

scccde (quando necessaria) — Despig-
_._J--——._- , g = e
mentacao _ou Diafanizacdo — Coloracao
{quando necessaria) — Preparacao para
a montagem — Montagem — Acabamento.

Este esquema pode, no entanto, ficar
reduzido a uma ftnica cperagdo, a.da
montagem. E, por exemplo, o caso de
certos acaros e insectos de pequenas
dimensoes e pouco pigmentados, monta-
des num meio do tipo «Berlese». De
facto. este meio & constituido de tal
modo que ao mesmo tempo assegura a
morte de pequenos animais, fixa-os e
diafaniza-os sem requerer qualquer tra-
tamento prévio, garantindo ainda uma
presa suficiente da lamela ac fim de
alguns dias.

Apreciando fase por fase. ndo nos,
deteremos na anestesi e, apenasl‘
aqui referindo que em certos casos ¢
importante conseguir _que 0s.animais
fiquem em extensao perfeita, o que pode
requerer Brmedimmmjdaquado,iomo
por exemplo a adi¢do de algumas. gotas
de acetato de etilo ao liquido de.colheita
u__emprego te__nltimo__previamente

aquecido.

A fixacdo, que é uma etapa indispen-
savel e critica nas técnicas citologicas e
histclégicas, é aqui facilmente conseguida
com o emprego_dos Tiguidos -normais.de
conservagdo: &lcool, formol, acido acé-
tico, etc. '

Quando necessaria a dissecgdo, se
nio fCE_EQQ‘:.IL‘idﬂiﬂ.mt_g,malizada_. por o
material _se encontrar endurecido. pelo
conservante, requer um tratamento prévio
de amolecimento que poede copseguir-se
através de_um liquido.fenélico-ou de um
alcali. Mas neste caso estamas..reali-

zando_ja_a fasz da_despigmentacac ou -
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diafanizacdo. Um dos diafanizadores mais
conhecidos é o_cloralfenol (e também_o
lactofenol). E um dos reagentes mais
iteis em microscopia pois. além de con-
ceder transparéncia ao matena]— sem _alte-
rar as suas estruturas, actua como._desi-
dratante. O uso_de alcalis, _como_ a
potassa ou soda caustica, envolve sempre
o tisco de destruicao de estruturas deli-
cadas. Actuam pcr dissolugdo dos teci-
dos, sendo os tecidos moles, internos, os
primeiros a serem atacados. Na entanto,

para estruturas fortemente esclerosadas

¢ forgosa a sua utilizagdo. Ha aqui, per--

tanto.dois tipos de acgdes distintos. Num
a diafanizacdo é de natureza.optica, atra-
vés de _uma, homogemzagao cios “indices

m_l_ca pms éa d:ssolucao das partes inter-
nas e dos_p_lgme s que confere a trans-
pareni:a ap_objecto.

“7A coloracdo, para os fins que nos
interessam, vai perdendc interesse por-
quanto € mais uma complicagdo do pro-
cesso, ndo sO em si propria mas por exigir
a auséncia, durante as fases subsequen-
tes, de reagentes que a prejudiquem ou
destruam, como acontece com os liquidos
fendlicos. Além disso, os modernos equi-
pamentos de microscopia, como o con-
traste de fase e o contraste por interfe-
réncia, substituem-na em muitos casos
com vantagem. JSendo necessaria, as
estruturas quitincsas podem ser coradas
por diversos corantes, entre 0s quais a
[ucsina, a safranina e o acido pirogalhico.

No que respeita a pggm_,a

teses: M.ﬂjolmﬂf-ﬂ—i—dcf_tipuqm:nso

cu do tipo resinoso.

_N-a—’g%i—m?i:aihipéte;g _caso do fluido
¢ necessaria

dinp]o nag ¢
qualquer preparacao ou,.flo.caso. de tra-

tamento gela gotggsa_,caugpca, apenas

JE O melo ge moihd
resiia. como_acontece com -0, Balsamo, do
Canad3a, “entao torna-se indispensavel
atender a duas exigéncias. A primeira ¢

a desidratacao perfeita_do material, que
s__pode consgguu‘ com o cloralfenol ou
‘de__forga. crescente até ao
alcool absoluto e a segunda é o trata-
mento_por_um. reagente gue permita a

um solvente tanto do aicqol como desta
altima. E. por exemplo, o caso do Xilol

montante presta-se a longa discussdo
acerca das respectivas vantagens e incon-
venientes. Para ja, diremos. que os aca-
ros e certos insectos muito delicados néo
suportam o processo do tipo resinoso.
Para os outros casos, temos a conside-
rar a grande vantagem deste ultimo
quanto a duragdo ilimitada da prepara-
¢do e também & melhor conservagio da
cor e das propor¢des. A montagem em
meio aquoso € muito mais rapida e pode
aplicar-se a qualquer objecto. Todavia,
a duragdo esta longe de ser ilimitada, a
cor vai-se desvanecendo e as proporgdes
alteram-se, nalguns casos consideravel-
mente, devido & evaporacio da dgua con-
tida que faz com que a lamela exerca
uma pressdo crescente sobre o objecto.

Sobre a montagem. propriamente dita
pouco ha a dizer. Colocado o objecto na
lamina com o montante, hagq que orlenta 1:3
conv ementemente e proceder, por meio
dz “agulhas, & extensdo dos apendlces

déslocar o cbjecto nem a apnclonar
bolhas de ar.

—— L
Sob o termo acabamento queremos
incluir as operagdes de etiquetagem ¢ de

proteccdo com luto ou verniz.

Alguns métodos mais usados
A) Montagens em Hoyer (uma das fér-
mulas do mese»)

] — Como foi dito, o material é
colocado directamente no mon-
tante se é pouco pigmentado e
de cuticula delicada. Deposta
a lamela, passa-se a prepara-



4 J. MonTtrirn Guinaries — Técnicas de preparaciio microscépica de Artrépodes

L}

cidc algumas vezes pela chama
duma lamparina para acelerar
a clarificacao.

2 — Para material um tanto escle-
o he 3 rosado ou espésso é conveniente
Lol B 7 \'\"--"’-}\5‘ trata-lo primeiro pelo cloral-
a2 “won a2~ fenol num pequeno tubo de
' ensaio que se mantém aquecido
Lo -\o Y ey = por alguns minutcs; passa-se
i Fen it 0 S](:zf:: ;:ara ) mor}tanté: e fe
_ p preparagao. Em vez
o st N Lo de cloralfenol pode empre-
i J1 :ﬂ.‘-l'?:,ui\ & ufasgar-se  lactofenol ou sifnples-
-. N : mente acido lactico.» 6o ot
70 i R CIITIN \:’/I'_.! ¢ un ) :
:L_u / /\(} e gl 3 Se os animais ou parte deles
| P a b sl sao fcrtemente esclerosados ou
TEEA AT . pigmentados, recorre-se nor-
malmente ao emprego da po-
tassa caustica. Usa-se em regra
2 1A% a3 este alcali dissolvido em agua

‘.'.\rJ_',l v ck'ﬁ L Ao 3 A AMaad a5ou 10%
oty wodon hes SSoian O material ¢ colocafio num
[J\JL R N -‘-31' i l'h o P e tubo de ensaio con-
T Dl ks viva e o e e
S : ) o _-_”-}.'7'“_';1_{'_91»0(10 em banho’—n}ana durar%te
Voyi, | O tonlph HECessario pata a dis-
i solucdo dos tecidos moles, o
i1+ Vo que depende principalmente do
tamanho do espécime. Pode ir
de alguns poucos minutos até

meia hora ou mais.

Procede-se depois a lava-
gem com agua acidulada por
acido acético e a eliminagéo,
sob a lupa, de restos de teci-
dos ainda aderentes. Segue-se

a montagem.
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1 — Se o material se encontra natu-
[ ralmente no estado seco, por

exemplo, escamas de lepidépte-
b ros, asas de dipteros, exuviae

B) Montagem em Balsamo do Canada

2 — Caso contréaric ha que desidra-

ta-lo previamente, podendo uti-
lizar-se material proveniente
directamente do alcool de
conservacdo ou da potassa
caustica para despigmentagao
e amolecimento. Nao é conve-
mente a sequéncia cloralfenol
——balsamo, embora seja possi-
vel visto que aquele liquido
fendlico é solavel no balsamo.
Se usarmos o cloralfenol para
desidratar devemos passar
depois a um liquido intermédio,
o eugenol por exemplo. Se-
gue-se a montagem.

No caso de se empregarem
alcoois na desidratagdo, esta
deve ser progressiva, usando-se
consecutivamente 3 ou 4 alcoois
de forcas diferentes (30, 50,
70 e 100° por ex.) principal-
mente em espécimes delicades
para nao provocar distorgdes.
Os tempos de cada tratamento
variam entre meia ¢ uma hora,
em regra. Apos a desidratagao
procede-se como no caso ante-
rior.

Deve ter-se sempre pre-

sente a necessidade absoluta
duma perfeita desidratagao; de
contrario aparecerio manchas
de aspecto leitoso na prepa-
ragdo final.
" Deve dizer-se, contudo, que
ha resinas que ndo exigem uma
desidratacdo tio elevada. Cita-
rei o caso do Euparal, que
também pode ser empregado
com grande vantagem.

A secagem das preparagoes
em balsamo, quando realizada
4 temperatura ambiente, pode
requerer cerca de seis meses.
Em estufa seca a 40° poderd
reduzir-se a algumas semanas.

Estes métodos sio de emprego quase

de larvas ou pupas, entdo a __universal, mas por muite eficazes que

montagem pode ser directa.
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antes de se iniciarem as manipulagdes, a
coloracio geral do corpo e das suas
partes quando diversamente pigmentadas.

Métodos especiais

Ha determinados insectos e &caros
cuja preparagdo se recomenda fazer-se
dentro de determinadcs métodos apro-
priados. por diversas razdes. Uma destas
¢ a existéncia frequente, em certos gru-
pos. de massas internas de produto
ceroso. muito pigmentado e opaco., que
nio cede a ‘accdo dos diafanizadcres
vulgares.

1 — Ha insectos que sendo pequenos
e delicados ou tém uma cuticula
extraordinariamente opaca (caso
de alguns tisanépteros) ou con-
tém no seu interior massas com-
pactas dificeis de dissolver, caso
de certos afideos e cochonilhas.
Para estes ultimos, ndo querendo
uma acgdo prolongada da po-
tassa, por vezes arriscada, pode
combinar-se uma acgao curta
desta (cerca de 5 minutos) e
dum tratamento subsequente de
lactofenol. Se este for modera-
damente aquecido, em poucos
minutos obtém-se uma boa cla-
rificagdo.

A montagem far-se-a. de pre-
feréncia, em Hoyer. Deve
dizer-se que a perfuragdo num ou
em dois pontos da articula do
abdémen, ac iniciar o tratamento
do material, facilita considera-
velmente a penetracio dos rea-
gentes e a expulsipg dos corpos
indesejaveis.

2 —Para Afideos é particularmente
util a ac¢do da potassa seguida
de uma passagem por detergente
liquido, servindo para este fim
os de uso deoméstico.

3 — Quando se pretende uma intensa
" despigmentagdo duma cuticula
muito esclerotizada, mas evitando
danificar érgdos ou processos
muito frageis, caso frequente nos
Tisanépteros, pode recorrer-se ao
tratamento pela mistura:

Agua oxigenada (a 30 vols.) ... 80 ml
«Triton X-100 (5 % em alcool) 2 ml
Alcool octilico (2 % em dioxano) 8 ml
Amonia (22 90) wupupss v 10 ml

O dltimo reagente sé se junta no mo-
mento de emprego.

Basta um aquecimento muito ligeiro
para que esta solugdo actue em pcucos
minutos. Submetendo o material, em
seguida, a uma passagem rapida por clo-
ralfenol quente consegue-sz uma clari-
ficagdo rapida dos érgaos internos. Pode
montar-se imediatamente em Hoyer.

4— Um dos maiores problemas nas
montagens em Balsamo é a dis-
tor¢do e a contracgap que certos
apéndices cu orgdos delicados
costumam sofrer quando contac-
tam com o liquido de passagem
ao balsamo ou a quando da
imersdo neste. Entre os insectos
dificeis de montar neste meio
contam-se os Tisanopteros. Para
estes foi concebido um método
eficaz que também tem provado
noutros grupos:

— Depois da cuticula ser perfu-
rada num ou dois pontos com
uma agulha fina, faz-se actuar
uma solucdo a 12 % de OHK
em aménia, a frio. Sdo neces-
sarias, em regra, mais de
3 horas.

— Tratamento em lactofenol
aquecido cerca de 14 de hora.

— Desidratacdo em cloralfenol
aquecido durante meia a uma
hora.

—Passagem por uma mistura de
uma parte de xilol, uma de
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terpineol e duas de salicilato
dz metilo, durante cerca de
uma hora.

— Montagem em balsamo.

As larvas de insectos de cuticula
clara necessitam muitas vezes de
ccloragdo. Nestes casos segue-se.
dum modo geral, o esquema clas-
sico do emprego da potassa
caustica, lavagem, coloragio,
desidratacao pelos alcoois, xilol
e montagem em balsame. No
entanto é util atender-se a dois
pontos. Antes do tratamento pela
potassa far-se-a um corte longi-
tudinal da cabeca ao &nus pela
face ventral, com uma lamina
fina, o que permite apés a disso-
lucd> do conteiido interno a
planificagdo complata da cuticula.
Quanto ao segundo ponto refe-
re-se ao emprego de um corante
acido, por exemplo a fucsina
acida, descorado pela adi¢do de
algumas gotas de potassa ou
soda caustica. Deste modo é mais
facil manipular-se o material no
corante, dentro do qual ele per-
manece sempre bem visivel. Bas-
tara passa-lo‘para o meic neutro
ou ligeiramente acido do liquido
de lavagem (agua ou agua aci-
dulada) para aparecer a colora-
cao esperada.

Um outro caso a considerar é ¢
da remogio do revestimento de
escamas das asas de borboleta.

‘Talvez um dos mais aconselha-

veis seja o que consiste na imer-
sic da asa num detergente
doméstico ligeiramente diluido
(Sonasol, por ex.) e com a ajuda
de 2 pincéis remover a maior
parte das escamas em ambas as
faces da asa. A operagdo termi-
nar-se-a com a passagem por
lixivia mais cu menos diluida.
conforme os casos, mas exigindo

sempre o cuidado duma vigilan-
cia atenta, pois uma acgio dema-
siado prolongada pode levar 2
destruicdo da membrana alar.
Segundo a nossa experiéncia, ndo
vemos necessidade de corar as
nervuras, oparagao que nem sem-
pre é completa, levando por isso
a erros de interpretacido. Parece
preferivel examinar a asa em
transparéncia, usando iluminagao
obligua no microscépio (lupa).

Muitos outros métodos ficam
por referir mas, na impossibili-
dade de efectuar uma revisiao
mais completa, preferimos apon-
tar aqueles que, em nossa opi-
nido, poderdo adaptar-se a maior
nimero de casos que o técnico
normalmente enfrenta, sendo ao
mesmo tempo de emprego mais
acessivel.

Férmulas de alguns reagentes

mais titeis

Fluido de Hoyer

Misturar & temperatura ambiente na

sequéncia indicada:

Agua destilada ................... 50 g
Goma arabica (cristais claros) 30 g
Hidrato de cloral crist. ......... 200 g
& T R e e o o s 20 g

Cloralfenol

Fundir em calor moderado:
Hidrato de cloral crist. ......... 80 g
Fenol crist. (purissimo) 40 g

Lactofenol

Misturar & temperatura ambiente:
Fenol crist. (purissimo) ........ 80 g

Actda18eHen 2 it e 40 g



