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Resumo

Anatomia Vegetal é o ramo da Botânica que estuda a estrutura interna dos organismos vegetais. Quando estudo se resume ao exame detalhado de cada uma das partes ou órgãos, considerando sua posição no corpo vegetal, tem-se a anatomia descritiva. Quando a anatomia não se limita a estudar os órgãos já adultos, mas acompanha seu desenvolvimento desde o início da sua formação até a fase adulta, tem-se a anatomia ontogenética. O estudo da estrutura das partes e órgãos vegetais, levando em conta a função que desempenham, denomina-se anatomia fisiológica.Independente do tipo de estudo que se pretende, faz-se necessário a preparação de lâminas histológicas que possibilitem a observação dos diversos tecidos que formam a estrutura da planta.Assim o objetivo do presente trabalho foi a elaboração um manual com técnicas básicas visando a preparação de lâminas histológicas. O trabalho foi desenvolvido durante o projeto de monitoria e os resultados foram observados durante as aulas práticas das disciplinas Botânica I e Anatomia Vegetal. Com a aplicação das técnicas notou-se um melhor rendimento dos alunos e uma maior participação dos mesmos nas aulas práticas. O principal motivo da melhoria do rendimento deu-se devido ao fato do aluno receber todos os roteiros das atividades práticas e a seqüencia de cada técnica para obtenção das lâminas histológicas.
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INTRODUÇÃO

As disciplinas de Botânica ofertadas pelo Departamento de Sistemática e Ecologia da Universidade Federal da Paraíba constituem-se numa ferramenta de grande importância para os futuros profissionais das áreas de Ciências Biológicas, Licenciatura em Ciências e Farmácia.

Essas disciplinas são ministradas dividindo-se o conteúdo programático em aulas teóricas e práticas. No que diz respeito ao conteúdo prático, o professor deve transmitir ao aluno a idéia deformas externas e internas das plantas, utilizando-se, para esse fim, de material vegetal adequado e de fácil obtenção como, lupas, microscópicos, um laminário previamente preparado e um roteiro que permita ao estudante, efetuar a prática numa seqüência lógica e organizada. Esse roteiro deve conter informações que possibilitem ao aluno, efetuar, sozinho, a prática em questão, devendo o professor ou monitor orientar e solucionar quaisquer dúvidas, sem, no entanto, tirar a iniciativa do aluno.

Assim sendo, faz-se necessário que a prática tenha sido testada e repetida várias vezes. Para o curso, como um todo, o ideal seria que os roteiros das diversas práticas estivessem  agrupados e organizados num manual, numa seqüência coincidente àquela adotada para os

tópicos das aulas teóricas. Aliando a necessidade de se organizar e uniformizar as aulas práticas de Botânica Estrutural para a melhoria do ensino da disciplina, com o treinamento dos monitores, resolveu-se elaborar esse manual. Portanto, o objetivo do trabalho foi a preparação de um roteiro  das principais práticas em histologia vegetal. Material e métodos As Ciências Morfológicas descrevem as relações espaciais dos elementos estruturais dos  organismos, cujos componentes apresentam dimensões diferentes. De acordo com a estrutura que vai ser analisada, instrumentos diferentes são necessários para a sua observação. De um modo geral, os órgãos vegetais são visíveis a olho nu ou com auxílio de um microscópio estereoscópico (lupa). Já os tecidos ou células são visualizados com microscópio de luz e organelas celulares com microscópio eletrônico. Desse modo, o material botânico deve ser coletado e preparado

adequadamente para uma boa observação.

Inicialmente, foram escolhidos os temas que seriam abordados nas aulas práticas, selecionado o material vegetal mais adequado a cada uma delas e testadas todas as práticas, observando-se a sua exeqüibilidade. Reuniu-se todo o trabalho num manual, onde cada roteiro  contém uma pequena introdução da teoria do assunto em foco, objetivos, material utilizado e procedimento. Aqui é apresentada a parte referente à preparação das lâminas histológicas. Para a realização das diversas práticas devem ser seguidas as seguintes etapas:

COLETA

Sempre que possível, deve-se coletar um mínimo de exemplares de uma planta em seu estado mais perfeito e completo. A coleta deve ser adequada ao objetivo do trabalho a ser desenvolvido e, assim, podemos ter a planta inteira ou partes dela como ramos, raízes, flores, etc. Deve ser levado em consideração o estádio de desenvolvimento da planta e a estrutura a ser analisada.

CONSERVAÇÃO

A conservação também depende do objetivo do trabalho a ser desenvolvido. O material  botânico pode ser conservado herborizado (prensado e desidratado) ou em líquidos de preservação, como etanol 70%, formaldeído a 10%, formaldeído 4% e o FAA (mistura contendo

formaldeído a 40%, ácido acético glacial e etanol 95%, em proporções adequadas). Os líquidos de preservação são fixadores, ou seja, substâncias químicas que detêm todos os processos vitais,  especialmente os de autólise. Na fixação ocorre coagulação ou precipitação das proteínas ou de  outros constituintes celulares. O FAA é um tipo de fixador.

TIPOS DE PREPARAÇÕES 
A observação de algumas estruturas só é possível após o preparo adequado, envolvendo  dissecção, seccionamento (para a obtenção de porções menores e de secções histológicas), diafanização e dissociação (maceração) de órgãos ou tecidos, entre outros.

Para a observação em microscopia estereoscópica pode ser necessário dissecar ou seccionar o material. Para observar o material em microscopia de luz, este deve ser suficientemente delgado para que a luz possa passar através dele.

Muitas vezes é aconselhável a coloração dos materiais, cuja finalidade é acentuar os contrastes entre os vários tipos de células e tecidos da planta. Os corantes ou reagentes mais

comumente empregados em Anatomia vegetal são o cloreto de zinco iodado, fluoroglucina acidificada, Sudan III ou IV, Lugol, azul de alcião, azul de astra, fucsina básica e a safranina.

PREPARAÇÕES HISTOLÓGICAS

As preparações histológicas para microscopia de luz podem ser permanentes,semipermanentes ou temporárias. Nas preparações do tipo temporário o material é montado no seu próprio líquido de inclusão. Este pode ser água, glicerina 50%, etanol 70%, etc. As preparações temporárias podem ser coradas com cloreto de zinco iodado, fluoroglucina

acidificada, Sudam III ou IV e Lugol. As preparações do tipo semipermanente e permanente

requerem, em geral, um processo diferencial de preparação. Normalmente são montadas em gelatina glicerinada e bálsamo-do-canadá, respectivamente. Estas preparações têm a vantagem de se manterem em boas condições de observação por meses ou anos. Corantes como azul de alcião, azul de astra, fucsina básica e safranina são frequentemente empregados.

TÉCNICA DE DISSECÇÃO SOB MICROSCÓPIO ESTEREOSCÓPICO

A técnica de dissecção pode ser realizada de maneira adequada, se algumas regras forem

seguidas:

1 – verificar a orientação desejada pelo conhecimento prévio da morfologia da estrutura; 

2 – colocar o material a ser observado no meio do campo de observação do microscópio

estereoscópico, utilizando a iluminação superior do aparelho;

3 – prender o material com a pinça, usando para isso a mão esquerda. Usar uma pinça de ponta adequada às dimensões do material;

4 – usar o estilete na mão direita, para dissecar a estrutura. Os cortes devem ser feitos em um

movimento leve e único. Deve-se evitar cortar “serrando” o material, para que o este não seja

retirado do local ou estraçalhado.

TÉCNICA DE SECÇÃO À MÃO LIVRE

A técnica para secionar à mão livre um material vegetal pode ser realizada, se algumas

regras básicas forem seguidas:

1 - verificar a orientação desejada pelo conhecimento prévio da morfologia do órgão em estudo;

2 – caso o material a ser cortado seja muito pequeno ou escorregadio e não possa ser mantido

com firmeza entre os dedos da mão, recorre-se a suportes. Estes podem ser cortiça, isopor, medula de pecíolo de embaúba, medula de caule de sabugueiro, entre outros. No caso de caules e raízes grossas ou estruturas grandes dispensa-se o uso de suportes;

3 – secionar longitudinalmente um pedaço de qualquer suporte;

4 – introduzir o material a ser seccionado entre ambas as secções e segurar o conjunto com os

dedos polegar e indicador;

5 – a superfície do objeto a ser seccionado deverá ser igualada com uma lâmina de barbear ou

bisturi antes das secções serem efetuadas;

6 – colocar uma gota d’água ou do líquido de inclusão sobre o material e fazer a secção, segurando a lâmina de barbear entre os dedos polegar e indicador. As lâminas de barbear

precisam ser novas, pois uma lâmina usada impede a obtenção de uma boa secção;

7 – durante a secção, a lâmina de barbear deve deslizar suavemente sobre a superfície do material. Exercer pouca pressão, o suficiente para serem obtidas secções bem delgadas;

8 – colocar as secções obtidas, com o auxílio de um pincel ou estilete, na placa de Petri ou vidro de relógio, contendo água ou qualquer outro líquido de inclusão;

9 – deve-se fazer um número grande de secções para posterior seleção das mais delgadas. Para tanto, colocar a placa de Petri sobre um fundo que permita visualizar melhor as secções e dessa forma, selecionar as mais finas. Estas são mais transparentes e dobram quando suspensas por um estilete ou pincel;

10 – as secções selecionadas deverão ser utilizadas para coloração.

TÉCNICA DE COLORAÇÃO

As secções histológicas devem ser coradas para facilitar a sua visualização. Uma dupla coloração simples e fácil de ser realizada é a que emprega como corantes o azul de astra e a

safranina (safrablau):

1 – retirar as secções do meio de fixação ou preservação, lavar com água e colocá-las em uma

solução de água sanitária a 50%, até que fiquem clarificadas;

2 – lavar várias vezes com água destilada, até sair o odor da água sanitária (5 vezes de 5 min);

3 - passar em ácido acético 5% por um minuto;

4 – lavar em água destilada por 1 minuto;

5 – gotejar a mistura de safrablau (azul de astra 9 partes e safranina 1 parte);

6 – lavar em água destilada por 1 minuto;

7 – colocar gotas de glicerina 50% (meio de montagem) sobre a lâmina de montagem;

8 – transferir para a lâmina, com auxílio de um pincel ou estilete, a secção a ser examinada;

9 – cobrir a preparação com a lamínula. Para tanto, encoste um dos lados da lamínula no bordo da gota de glicerina a 50% e espere que esta se espalhe ao longo da lamínula. Posicione a lamínula de modo a formar um ângulo de 45° entre esta e a lâmina de montagem. Desça lentamente a lamínula para evitar a formação de bolhas de ar;

10 – retirar o excesso de meio de montagem com papel filtro;

11 – algumas vezes é interessante manter a lâmina para observações posteriores. Para isso, deve se vedar toda a lamínula com esmalte de unha incolor;

12 – etiquetar.

TÉCNICA DE MACERAÇÃO

A maceração é o processo pelo qual ocorre a dissolução da substância intercelular (lamela mediana) separando, assim, as células que compõem o tecido. Um dos métodos mais usados para a dissociação de material vegetal, por meio de maceração, emprega a mistura de Franklin:

1 – secionar o material em pequenos fragmentos do tamanho de palitos de fósforos;

2 – colocar o material em um frasco com rosca contendo a mistura de Franklin. Cuidado, pois esta mistura é corrosiva!!;

3 – deixar em estufa a 60°C até o material ficar branco;

4 – deixar esfriar e lavar cuidadosamente com água destilada várias vezes, até sair o odor do

ácido. Para tanto usar uma pipeta Pasteur, tendo o cuidado de não perder material;

5 – colocar na preparação gotas do corante desejado, por exemplo, safranina aquosa a 1%;

6 – retirar um fragmento do material corado e com estilete dissociá-lo na lâmina histológica;

7 – gotejar glicerina 50% e cobrir com uma lamínula. Para isso, encoste um dos lados da lamínula

no bordo da gota de glicerina 50% e espere que esta se espalhe ao longo da lamínula, desça

lentamente a lamínula para evitar a formação de bolhas de ar;

8 – retirar o excesso do meio de montagem com papel filtro;

9 – algumas vezes é interessante manter a lâmina para observações posteriores. Para tanto, deve se vedar toda a lamínula com esmalte de unha incolor;

10 – etiquetar.

PREPARO DAS DROGAS

Reagentes (para teste histoquímico)

1 – Cloreto de Zinco Iodado (Sass 1951)

cloreto de zinco.............................15,00 g

iodeto de potássio.........................2,50 g

iodo..............................................0,45 g

água destilada.............................7,00 ml

É usado para detectar lignina (coloração amarela-acastanhada) e para celulose (coloração cinzaazulada).

Os amiloplastos ficam corados em marrom ou azul negro.

2 – Floroglucinol acidificado (Foster 1949)

floroglucinol.......................................0,50 g

ácido clorídrico 37%..........................12,25 ml

água destilada..................................12,25 ml

É usado para detectar lignina (coloração vermelha)

3 – Lugol (Johansen 1940)

iodo.....................................0,75 g

iodeto de potasio................3,75 g

água destilada....................250,00 ml

É usado para detectar amiloplastos (coloração marrom e azul-negra)

Corantes

1 – Azul de Astra (Kraus & Arduin 1997)

azul de astra..........................................1,0 g

água destilada até completar................100,00 ml

2 – Safranina (Kraus & Arduin 1997)

safranina............................................................1,0 g

água destilada até completar................100,00 ml

3 – Safrablau (Kraus & Arduin 1997)

Azul de astra......................................90,0 ml

Safranina...........................................10,0 ml

Volume final.....................................100,0 ml

4 – Sudan IV (Johansen 1940)

sudan IV....................................0,50 g

etanol 80%.................................100,00 ml

glicerina.....................................10,00 ml

É usado para detectar cutina e suberina (apresenta uma coloração marrom-avermelhada)

5 – Safranina (Sass 1951)

safranina................................0,50 g

etanol 50%..............................50,00 ml

É usado para corar paredes celulares (apresenta uma coloração vermelha devido à presença e

lignina)

Fixador

1 – FAA 70% (Kraus & Arduin 1997)

Formaldeído 37% ...................................100 ml

Ácido acético glacial ............................... 50 ml

Água Destilada ........................................350 ml

Atanol 95% ............................................. 500 ml

Conservante

1 – Etanol 70% (Kraus & Arduin 1997)

etanol 96 °GL....................................729,00 ml

água destilada..................................271,00 ml

O etanol 70% é um dos conservantes mais empregados. Obs. A álcool não é um fixador e deve ser utilizado em materiais que já foram fixados.

Meio de Montagem

1 – Glicerina 50% (Kraus & Arduin 1997)

glicerina.........................................50,00 ml

água destilada...............................50,00 ml

É um dos meios de montagem mais empregados para preparações temporárias.

Mistura de Maceração

1 – Mistura de Franklin (apud Berlyn & Miksche 1976)

ácido acético glacial............................................25,00 ml

peróxido de hidrogênio 30%................................50,00 ml

É usada para dissociar o material. A mistura é muito corrosiva. Cuidado!!!!!

Conclusão

A utilização dos roteiros práticos possibilitaram um melhor rendimento dos alunos nas atividades prática das disciplinas de Botânica I e Anatomia Vegetal possivelmente pelo fato do

aluno ganhar autonomia na hora de execução das atividades práticas.
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