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Laminas de microscopia sao usadas
para diversos propdsitos na entomolo-
gia, entre os mais importantes estdo a
identificagdo e preservagao de material.
Para a montagem de laminas perma-
nentes € necessario dispor o material
bioldgico, posicionando-o sobre uma
ldmina e cobrindo-o com resina e
laminula (Kraus; Arduin, 1997). Este
processo de montagem é importante
para que seja feita a conservagao de
materiais  bioldgicos, possibilitando
que sejam mantidos permanentemente
em um acervo, como em colegdes de
identificagao, tornando-os uma referén-
cia material. Por exemplo, as colegdes
de identificacdo tém, como finalidade,
o fornecimento de referéncias para a
identificacdo e descricdo de material
bioldgico. Somente o acervo de Diptera
da Colecdo Entomolégica Padre
Jesus Santiago Moure da UFPR conta
com mais de 110 mil espécimes, dos
quais 40% encontram-se identificados
(Taxonline, 2013). Isto sugere a impor-
tancia dos acervos dessas colegdes,

principalmente em instituicdes ligadas a
agricultura como a Embrapa Florestas.
Estas colegbes também fundamentam
a descricdo de novas espécies, conser-
vando tipos de descricdes (holdtipos,
lectétipos e neotipos). Sciarideos sao
insetos que, em média, medem de 1
mm a 6 mm, raramente excedendo 10
mm (Mohrig; Menzel, 2010), pertencen-
tes a ordem Diptera. Como séo insetos
de diminutas propor¢des, a montagem
de laminas € importante para a analise
de sua morfologia e exame de estrutu-
ras, como articulos das antenas, vena-
¢ado das asas e genitalias, padrbes de
cerdas e estruturas das pernas (Belkin,
1962).

E comum que os materiais tipos de
espécies de Sciaridae sejam deposita-
dos e preservados em laminas perma-
nentes (Papavero, 1994). Tendo em vista
a importancia da montagem de laminas
permanentes de Sciaridae, apresenta-se
aqui um guia para a montagem destes
espécimes conforme protocolo utilizado
para a colegao da Embrapa Florestas.
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A Embrapa Florestas mantém pro-
jetos ligados a pratica de controle de
Sciaridae, desde 2013, com producdes
que incluem o controle, o monitoramento
€ mesmo a descricdo de novas espé-
cies deste grupo (Schihli, 2013, 2014;
Schiuhlietal., 2013,2014, 2017; Amorim;
Schihli, 2017; Queiroz et al., 2017b).
Por este envolvimento, o Laboratério
de Entomologia Florestal mantém vou-
chers em uma colecdo de referéncia
mantida em laminas permanentes de
microscopia. Para esta colegdo houve
a necessidade de se adaptar protocolos
para a montagem e preservagao dos es-
pécimes. Este documento permitira que
0 processo seja divulgado para outros
laboratdrios e também servira como um
instrumento de treinamento interno para
pesquisadores e estudantes envolvidos
com o tema.

Sao diversos os protocolos dispo-
niveis para a montagem de laminas de
insetos. De forma geral, a montagem do
inseto passa por seis fases. Na primeira
fase o inseto é clarificado por acdo de
ataque quimico (acido ou basico). Na
segunda fase interrompe-se o ataque
quimico. Na terceira o inseto é subme-
tido a uma bateria alcodlica de desidra-
tagdo. Na quarta fase é imerso em um
solvente que o prepara para a resina em
que sera preservado. Na sexta e ultima
ele é fixado em resina entre lamina e
laminula. Estes procedimentos gerais
de montagem s&o comuns, por exem-
plo, aos trabalhos de Hardwick (1950),
Wirth e Marston (1968), Steffan (1983),
Cumming (1992), Paiva et al. (2006) e
Queiroz et al. (2017a).

Neste documento sédo apresentadas
variagbes baseadas na modificacao dos
agentes clarificadores, comentando tam-
bém a adequacéao de outras possibilida-
des durante o processo e pormenores de
ajustes com base em experiéncia propria
e em referéncias técnicas (Steffan, 1983;
Cumming, 1992; Queiroz et al., 2017a).

Quanto aos agentes clarificadores,
sdo apresentadas trés variagcbes basea-
das em diferentes compostos: o hidroxi-
do de sédio (NaOH), o hidréxido de po-
tassio (KOH) e o acido latico (C,H,0,).
Os hidroxidos possuem as mesmas
propriedades para a clarificagdo, porém
o NaOH é menos caustico aos tecidos
(Gurney et al., 1964). Esses compostos
agem dissolvendo as partes moles do
animal, permitindo a passagem de luz
por sua cuticula. Geralmente a acao
caustica destas sodas (NaOH e KOH),
a frio, por periodos mais longos, ofe-
rece um resultado de clarificagdo mais
uniforme do que a imersao por curto
periodo em soda aquecida (Hardwick,
1950). Para estes meios de clarificacéo
€ importante que o processo seja inter-
rompido com um banho rapido (1 minu-
to) em acido acético (Cumming, 1992),
geralmente a 10%.

O &cido latico é considerado um &ci-
do fraco, que mantera as propriedades
de clarificagdo, mas sem danificar es-
truturas membranosas, permitindo, por
exemplo, que as asas sejam mantidas
na montagem. Este acido age prima-
riamente como um agente macerador,
removendo tecidos moles sem danificar
estruturas esclerotinizadas de interesse
ao estudo (Cumming, 1992).



No processo de montagem das lami-
nas podem ser utilizadas diferentes resi-
nas, como as mais tradicionais, Entellan,
Euparal, Permount, Balsamo do Canada
ou até algumas propostas de adaptacéo
usando resinas nao desenvolvidas para
este propdsito, como a Resina acrilex
ou Verniz vitral 500 (Paiva, 2006). Estes
meios tém como fungdo preencher o
espago entre a lamina e a laminula,
impregnando o inseto e finalizando a
sua fixacao. Estas resinas apresentam
baixo indice de refracdo, permitindo a
visualizagédo clara da morfologia do in-
seto em seus detalhes. Cada uma das
resinas adéqua-se a solventes especi-
ficos como, por exemplo, o xileno ou o
cloroférmio. Opcao foi feita aqui pelo uso
da resina comercial Entellan, utilizando
Limoneno (um monoterpeno) como sol-
vente em substituicdo ao xilol, conforme
sugerido em metodologia descrita por
Queiroz et al. (2017a).

O espécime é colocado na lamina,
com sua vista lateral em evidéncia,
com uma gota de solvente. Para os
machos, a terminalia € neste momento
removida com auxilio de estiletes, para
que possa ser apresentada em vista
dorsal posicionada ao lado do corpo do
inseto. Aresina é depois adicionada e a
laminula é posicionada mantendo estas
disposigdes. Apés a montagem com as
resinas, € recomendado a utilizacao
de uma estufa a 38 °C, para acelerar a
polimerizagéo (Queiroz et al., 2017a),
mas esse procedimento é opcional para
a aceleracao do processo.

Para facilitar os procedimentos pré-
vios para a montagem, 0s reagentes
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necessarios e suas respectivas concen-
tracdes foram organizados e dispostos
na Figura 1. Além destes reagentes sé&o
necessarios os instrumentos costumei-
ros de manipulagdo de insetos como
micro estiletes, ganchos e pingas finas.
Vasilhames como cadinhos, placas de
toque, placas ELISA e Embryo-Dish
também sdo necessarios para conter
o inseto imerso nas solugdes. No caso
dessa pratica, manteve-se este con-
junto especialmente dedicado para a
montagem de laminas, evitando sujei-
ra na montagem ou danos a pecas e
equipamentos.

O protocolo foi desenvolvido para in-
setos capturados diretamente em etanol
70%. Insetos secos devem passar por
processo de hidratagado para posterior
digestdao. A organizacdo de bancada
pode ser vista na Figura 1 onde se pode
observar, ao fundo, da esquerda para a
direita, as aliquotas dos reagentes em
garrafas de pequeno volume, as resi-
nas, laminas e laminulas e a frente, em
mesmo sentido, uma placa de toque de
seis pogos, microestiletes, pipeta plasti-
ca descartavel e microtubo plastico.

AFigura 2 apresenta um comparativo
entre os métodos caustico e acido, em
relagdo ao tempo de duragdo de cada
procedimento.

Um espécime montado foi registra-
do com o auxilio de um microscopio
Olympus, na objetiva de 10x de aumen-
to, com camera digital reflex Canon EOS
1100D acoplada diretamente na posicao
de uma ocular do microscépio (Figura
3). A imagem foi processada em empi-
Ihamento de fotos com diferentes niveis
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Foto: Pedro Cazetta da Cruz

Figura 1. Materiais para montagem. Ao fundo da esquerda para a direita: Etanol 70%, 80% e
I?.A.; NaOH 10%; acido latico 80%; Limoneno; Resina; caixa de laminas; caixa de laminulas.
A frente e no mesmo sentido: placa de toque de seis pocos; microestiletes; pipeta; microtubo.
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Figura 2. Comparagao do tempo de execugao dos processos de método caustico (NAOH/KOH)
com o método acido (acido latico). A escala inferior representa o tempo em minutos.

Figura 3. Espécime do género Bradysia,
macho coletado em area de infestagao
e criado artificialmente em laboratério. O
espécime encontra-se fixado em lamina
permanente da colecdo de Sciaridae
da Embrapa Florestas, pelo método do
acido latico.

Foto: Guilherme Schnell e Schuhli




de focalizagao para permitir visualizagéo
de todas as estruturas, utilizando o sof-
tware Combine ZP (Hadley, 2010), com
as opgdes de alinhamento e balango
de imagem (“Align and Balance Image
Frames”), seguido de empilhamento
leve (“soft stack”). Os niveis de cor
foram ajustados de forma automatica,
no software GNU Image Manipulation
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Program - GIMP (the GIMP Project)
(GIMP..., 2018).

Importante frisar a necessidade de
equipamentos de segurancga e protecéo
individual, como o uso de capela com
exaustdo, ao se trabalhar com volateis
como o xileno e com as resinas, bem
como o uso do guarda-po, luvas e écu-
los de protegao.

Protocolo baseado em clarificagao com acido latico

Procedimento

Tempo

1 Se desejar remover as asas: retire as asas com microestiletes e
deposite-as em limoneno. Transfira as asas para a lamina ainda
embebidas. Disponha as asas exibindo uma em face ventral e a

outra dorsal.

2 Acrescente uma gota de Entellan na Iamina sobre as asas. Se
houver formacgao de bolhas, remova-as com o microestilete. Se
necessario corrija a disposigcéao e aguarde leve polimerizagao

para que a montagem né&o se desloque com a laminula. ................

5 minutos

3 Cobrir a montagem das asas com laminula (sugestédo de

22 mm x 22 mm).

4 Submeter o restante do inseto a clarificagdo acrescentando

acido latico a frio. ......oooeeveeeiiiiiiieeee

= O 00 N O O

Remover’ o clarificador e acrescentar 2 mL agua destilada. ............
Remover a agua e acrescentar etanol 70%. ........ccooveiiiiiiiiiieennene.n.
Remover o etanol 70% e acrescentar etanol 80%. ..........cceeveeeeeen...
Remover o etanol 80% e acrescentar etanol PA............cccccvvveeeeeennn.

Remover etanol PA e acrescentar limoneno. .........ccccoooeveeeiiiieeeinnnn.ns

........................................... 40-45 minutos

5 minutos
6 minutos
2 minutos
1 minuto

1 minuto

0 Acrescentar a lamina uma gota de Entellan e aguardar ligeira
polimerizagao. ........cccceeevvevvvvevnvniiiiennn,

5 minutos

" As remogdes podem ser feitas com pipeta ou transferindo o inseto de pogo ou vasilhame. Optou-se aqui por
usar uma pipeta tipo Pasteur para remover o reagente do pogo, sem ter de mover o espécime.
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Procedimento Tempo

11 Posicionar o espécime na lamina sobre a gota de Entellan ja
depositada e acrescentar mais uma gota de Entellan. Cobrir com
laminula (sugestao de 22 mm x 22 mm) e aguardar polimerizagéao
completa em superficie planaZ. ...........ccccoocveeeeiiiiiiee el 12 horas

Protocolo baseado em clarificagao caustica

Procedimento Tempo

1 Remova as asas com microestiletes e deposite-as em limoneno.
Transfira as asas para a lamina ainda embebidas. Disponha as
asas exibindo uma em face ventral e a outra dorsal.

2 Acrescente uma gota de Entellan na [dmina sobre as asas. Se
houver formacgao de bolhas remova-as com o microestilete. Se
necessario corrija a disposicéo e aguarde leve polimerizacéo,
para que a montagem nao se desloque com a laminula. ................. 5 minutos

3 Cobrir a montagem das asas com laminula (sugestéo de
22 mm x 22 mm).

4 Submeter o restante do inseto a clarificagdo. NaOH/KOH a frio®. .... 30 minutos
5 Remover clarificador e acrescentar 2 mL de agua destilada. ........... 5 minutos
6 Remover agua e acrescentar etanol 70%. .......cccceeeviiieeeeiiiiineee 15 minutos
7 Remover etanol 70% e acrescentar etanol 80%. .......ccccccevvvieeeennnne 15 minutos
8 Remover etanol 80% e acrescentar etanol PA............c.ccccoiiiieine 15 minutos
9 Remover etanol PA e acrescentar limoneno. ............cccceeeviciiereenene 1 minuto

10 Acrescentar a lamina uma gota de Entellan e aguardar ligeira
o101 [Tg g T=Y 2= Loz Lo TP PUPUP PR 5 minutos

11 Posicionar espécime em lamina sobre a gota de Entellan ja
depositada e acrescentar mais uma gota de Entellan. Cobrir com
laminula (sugestéo de 22 mm x 22 mm) e aguardar polimerizagao
completa em superficie planaZ. ............ccccoooiiiiiiiiiiiee e 12 horas

2 Eventuais bolhas de ar devem ser removidas e espagos nao cobertos pelo Entellan devem ser preenchidos
por capilaridade, acrescentando gotas no limite da laminula.

3 As clarificagdes causticas requerem que o processo seja interrompido com um banho rapido (1 minuto) em
acido acético 10%.



Tanto pelo processo caustico quanto
pelo acido obtido é possivel obter boas
montagens de laminas permanentes. A
lamina pronta, devidamente etiquetada,
pode ser vista na Figura 4. O resultado
final também pode ser verificado na
Figura 4, em um exemplar macho de
Bradysia sp., montado a partir do método
acido e fotografado em camera digital.

A clarificagdo caustica pode ser di-
ficil de ser interrompida. Neste caso o
resultado final pode ser comprometido,
porque a clarificacdo pode se estender
mesmo depois da montagem da lamina,
chegando a danificar estruturas impor-
tantes do espécime. Também por este
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Criagdo a partirde i
tronco Pinus elliottii
vindos de Araucdria P!
25.541699 49.371422

Figura 4. Montagem final do espécime na
lamina com etiquetas de procedéncia e
identificagao.

Comunicado Técnico, 416

método, a cuticula do inseto torna-se
mais gelatinosa, sendo mais frequentes
acidentes na montagem (como a desar-
ticulacdo de pegas ou rompimento de
cuticula). Justamente por danificarem
estruturas membranosas, os clarifi-
cadores causticos danificam a asa e,
portanto, demandam a remogao destas
estruturas e montagem em separado
(Wirth; Marston, 1968), tarefa trabalhosa
e que muitas vezes danifica o espécime.

O emprego da clarificagdo baseado
em NaOH ou KOH é mais comum entre
os dipterologistas, sendo o acido latico
menos utilizado (Cumming, 1992).

Uma observagéo a se fazer quanto a
clarificacéo, seja ela caustica ou &cida,
€ a possibilidade de uso de calor como
catalisador da reacgdo. Entretanto, o con-
trole do ponto de clarificagdo com o ca-
lor, por ser muito rapido, € mais dificil. O
contraponto do aquecimento é que, para
0 acido latico, as estruturas membrano-
sas irdo expandir. Em alguns momentos
isto pode ser positivo para everter ter-
minalias ou expandir abdomes e pegas
bucais. Por outro lado, pode também vir
a romper estas estruturas. Ja os hidré-
xidos, se aquecidos, deixam a cuticula
mole e pegajosa, dificultando sua mani-
pulacdo e fazendo os espécimes mais
frageis e suscetiveis a quebras.

Uma fase critica é a de desidrata-
¢ao etandlica. Por serem insetos muito
pequenos, variagbes no tamanho do in-
seto, idade e respectiva composicao de
cuticula podem exigir tempos diferentes
dos sugeridos. Se expostos demais ao
etanol mais concentrado os espécimes
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sdo osmoticamente drenados, ficando
com aspecto enrugado e impossibilitan-
do avisualizagao de estruturas importan-
tes. Por outro lado, se a desidratagéo for
breve e ndo remover a agua presente,
o inseto tendera a sofrer decomposigéao
durante o tempo de preservagédo em la-
mina. E bom acompanhar visualmente a
fase de desidratacdo para prevenir que
o espécime se deforme, ajustando os
tempos as condi¢gées da amostra.

O limoneno é um monoterpeno
presente nas cascas de citricos. Como
terpeno, solubiliza muito bem a maioria
das resinas usadas em microscopia.
O limoneno foi testado para substituir
o xileno, evitando os fortes cheiros
e optando por um produto de menor
toxicidade, conforme mencionado por
Queiroz et al. (2017a). Este solvente
mostrou-se muito mais seguro e muito
efetivo para diversos tipos de resinas de
microscopia.

Sao novos atributos desta proposta
para o estudo da familia Sciaridae tanto
0 uso do acido latico, quanto do linoneno
como solvente. Vantagens importantes
sdo: a qualidade final da lamina, o tempo
total do procedimento de montagem e o
controle da clarificagcdo e da integridade
do espécime. Muito importante é o fato
de poder manter as asas no inseto,
prevenindo perdas e trocas de material,
agilizando o processo e resultando em
uma montagem mais limpa. Portanto, re-
comenda-se para cole¢des, a montagem
com a clarificagdo baseada em acido
latico, sem o aquecimento do espécime,
e com o uso do solvente limoneno.
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