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Prefata

Motto

,Cartile lui Hipocrate, cel care a expus primul cu desavarsita limpezime
preceptele medicinii, le gasim pline de referiri la plante; la fel si cartile lui Diocles din
Carystus, care se afla pe locul al doilea in cronologie si ca faima, si cele ale lui
Praxagoras si ale lui Crisip, apoi Erasistratus din Ceos.....Era insd mai placut sa stai in
scoli si sa asculti lectii decdt sa umbli prin locuri singuratice cautdnd tot soiul de ierburi
in diferitele perioade ale anului.“ (Plinius Cel Batran, Naturalis historia, Cartea a
douazeci si sasea, 10-11)

Intretin viata, transformand aproape miraculos apa si un deseu gazos care ingrijoreaza
ecologistii obsedati de incalzirea globald (dioxidul de carbon), in zahar si alte substante
fundamentale pentru viatd. Functioneaza ca un urias pldman al planetei, regenerand oxigenul
consumat de altii in respiratie. In clipe rare ale vietii, reusesc si spuni ceea ce vorbele nu
izbutesc sa facd. Ne impodobesc ferestrele, gradinile si mormintele. Ne ocrotesc de arsita verii
si de furiile iernii. In livezi, gradini, paduri sau la marginea drumului, se lasad sacrificate fara sa
se lamenteze vreodata. Adesea tot mai ignorate, tot mai sacrificate, plantele continua sa traiasca
si sa intretind viata, nu doar ca alimente sau generatoare ecologice de oxigen, ci $i ca
medicamente. Din perspectiva istorica, farmacia a fost dominata initial de plantele medicinale si
medicamente obtinute din plante. Desi volumul produselor de origine vegetala s-a redus tot mai
mult de-a lungul timpului in farmacie, in perioada contemporana asistim la un reviriment al
acestora, nu sub eticheta de medicament, ci sub cea mai mult sau mai putin discutabild de
,supliment alimentar”.

In prezent, in farmacie, ca si in alte unititi de distributie autointitulate Plafar, existd un
numar foarte mare de suplimente alimentare continand pulberi, extracte sau alte preparate din
plante, din cele mai neasteptate locuri si nu rareori in combinatii de o rara fantezie. In acest
context, cunoasterea stiintifica a plantelor, sub aspectul identificarii si controlului calitatii,
ramane o necesitate sociald, mai ales daca avem in vedere cazurile nefericite In care substituiri
involuntare (prin confuzii ale culegétorilor) sau intentionate ale unora din plantele declarate pe
eticheta cu altele, care nu tin doar de domeniul trecutului. Identificarea si controlul calitatii
produselor vegetale nu se poate face in absenta unor cunostinte de baza privind anatomia si
morfologia plantelor. Prezenta lucrare raspunde unei asemenea nevoi.

Structurata in 11 capitole, aceasta acoperd patru domenii diferite ale biologiei vegetale,
din perspectiva practica:

a) Principalele instrumente si ustensile utilizate in laboratorul de biologie vegetali, in
special domeniul microscopiei. Partea cea mai extinsa este dedicata microscopiei optice, inclusiv
tehnicilor de obtinere a preparatelor microscopice, dar nu sunt ignorate nici microscopia
electronica si chiar microscoapele cu sonda;

b) Citologia. Sunt abordate acele aspecte ale celulei vegetale care pot fi investigate cu
ajutorul microscopului optic, in conditii nesofisticate: peretele celular, incluziunile vacuolare,
plastidele. Tot in legaturd cu citologia, dar facand legatura si cu histologia este prezentata si
diviziunea celulara cu cele doua variante de baza ale acesteia, mitoza si meioza.

c) Histologia este tratata intr-un capitol distinct, in mod firesc tesuturilor definitive
fiindu-le dedicat un spatiu mult mai larg decat tesuturilor meristematice.

d) Organografia ocupa aproape jumatate din continutul lucrarii, facand obiectul a sase
capitole, fiecare din ele dedicate cate unui organ vegetativ si, respectiv de reproducere: radacina,
tulpina, frunza, floarea, fructul si sdmanta. Fiecare organ este abordat atdt din perspectiva
morfologicd, dar si anatomo-histologica. Fiecare capitol pune In perspectivd medicinald organul
vegetal respectiv, oferind exemple de produse vegetale cu caracter medicinal obtinute din acesta;
n acest scop sursa de referinta a fost Farmacopeea Europeana, editia a 6-a.



Ca elemente distinctive fata de volumul anterior mentiondm:
- extinderea datelor privind microscopia electronica,
- includerea de tehnici si metode noi de coloratie, precum si date despre coloranti
specifici unor componente cito-, histo-anatomice;
- iconografia Tmbogdtitd cu fotografii si microfotografii realizate in laboratorul
nostru;
- introducerea unui subcapitol — ,,Teme si intrebari” la fiecare din cele 11 capitole
ale cartii;
- indexul de termeni botanici si cel de denumiri latine ale plantelor, menite sa ajute
accesarea rapida a informatiilor;
- includerea unor adrese de site-uri de pe internet unde pot fi accesate date, imagini,
filme, care sd completeze intr-o manierd modernd, actuald notiunile prezentate si sa
faciliteze intelegerea lor.

Volumul se adreseaza tuturor celor interesati de studiul plantelor in general si a celor
medicinale in special, si nu in ultimul rand studentilor din anul I de la Facultatea de Farmacie. In
speranta c¢a va va fi util asa cum si-au dorit, autorii va multumesc anticipat pentru eventuale
sugestii In vederea realizarii unei noi editii.

Autorii



1. Sticlarie, instrumentar si aparatura de laborator
utilizate in studiul plantelor

1.1. Introducere

Botanica este ramura biologiei care are ca obiect studiul stiintific al plantelor. Cel putin
aceasta era definitia traditionala. In realitate, botanica a studiat si continui si studieze, nu doar
plantele, ci in general toate organismele vii care pana relativ de curand nu erau considerate ca
apartinand regnului animal — cum ar fi cianobacteriile, algele, ciupercile sau lichenii. Aceste
categorii de organisme (cianobacterii, alge etc) erau privite in trecut ca plante, dar in lumina
cunostintelor taxonomice actuale ele nu mai sunt considerate astfel; aceste organisme continua
totusi sa faca obiectul de studiu al botanicii, pentru ca trasaturile lor sunt in general mai apropiate
de cele ale plantelor decét de ale animalelor.

Botanica este o stiintd descriptivd, dar si experimentald. Este descriptiva, in sensul ca
descrie organismele si caracteristicile lor (forma diferitelor organe, vegetative si de reproducere,
dimensiuni, durata de viatd, perioada de inflorire, fructificare etc). In acelasi timp, cunoasterea
multor aspecte referitoare la viata plantelor necesita realizarea de experimente stiintifice din care
sa se obtina anumite concluzii: de exemplu, cum influenteaza substanta X germinarea semintelor
speciilor Y si Z, cum influenteaza temperatura cresterea plantelor, care sunt factorii care fac ca
anumite tesuturi sd fie prezente numai la anumite plante sau organe etc. Cunoasterea unor
aspecte de acest gen necesita conceperea si realizarea unor experimente ale caror rezultate sa fie
apoi interpretate Th mod corect, inclusiv prin aplicarea metodelor statistice la analiza datelor
cantitative. De fapt, existd mai multe perspective din care pot fi studiate plantele: la nivelul
moleculelor care le alcatuiesc (sau care alcdtuiesc anumite portiuni de interes), la nivelul
celulelor din care sunt formate, la nivelul organelor, la nivelul organismului vegetal privit ca
intreg, la nivelul interactiunii cu alte organisme, vegetale sau animale, si chiar la nivelul
interactiunii cu intreaga biosferd. Pentru fiecare asemenea abordare, existd metode si tehnici
specifice de cunoastere a plantelor. Prezenta lucrare, cu un caracter preponderent practic, este
orientatd in special spre studiul plantelor la nivelul tesuturilor si organelor. Pentru acest demers
sunt utilizate in primul rand tehnicile microscopice. Acestea necesitd utilizarea anumitor
recipiente, ustensile si echipamente de laborator care, desi nu sunt in general sofisticate, trebuie
sa fie cunoscute pentru utilizarea cu cele mai bune rezultate.

1.2. Sticlarie de laborator

Termenul ,,sticlarie de laborator” desemneaza o varietate de echipamente realizate multa
vreme din sticld si utilizate in experimentele stiintifice sau Tn munca de laborator de rutina, in
special in laboratoarele de chimie sau biologie. In prezent o parte din ,,sticlirie” este fabricata
din materiale plastice; obiectele din plastic au avantajul ca nu se sparg si sunt uneori mai ieftine,
dar au o stabilitate chimica si termicd mai mica, fiind imposibil de utilizat in anumite conditii.
Totusi acidul fluorhidric se pastreaza numai in recipiente de plastic, pentru ca sticla este atacata
de acest acid. Sticla nu prezintd dezavantajele recipientelor din plastic, dar se sparge relativ usor
si este mai grea. Se prefera sticla de borosilicat (cunoscuta inca in multe laboratoare ca Pyrex),
pentru ci este mai rezistenta la temperaturi ridicate. Pentru unele aplicatii este necesar cuartul. in
laboratorul de biologie vegetala, ca in multe alte laboratoare, se utilizeaza o varietate de ustensile
de sticla. In cele ce urmeaza vom include frecvent intre paranteze denumirea in limba englezi a
diverselor obiecte sau caracteristici tehnice ale acestora, acestea fiind adesea necesare pentru
utilizarea cu succes a internetului (pentru identificarea unor furnizori, formulari de specificatii
tehnice etc).

Cele mai importante obiecte de sticlarie utilizate in laboratorul de biologie vegetala sunt:

Lama port-obiect (lama de sticla, eng. microscope slide) — reprezinta o mica piesa
dreptunghiulara, plata, confectionata din sticla, pe care se monteazd specimenele care urmeaza a
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fi examinate la microscop. Dimensiunile standard sunt de 75 x 25 mm, grosimea de 1,2 mm,
uneori 1,0 mm. Lame de dimensiuni mai mari (75x38 mm sau 75x 51 mm) sunt utilizate uneori
in biologia animald/umana (pentru sectiuni de tesut cerebral, de exemplu). Partea terminald a
lamei (o portiune de cca. 2 cm) poate sa fie simpla (plain end), ca si restul lamei, sau poate sa fie
mata (glazuratd, frosted end)), permitand inscriptionarea mai usoara a lamei. Mai recent s-au
introdus §i tehnologii speciale de acoperire a sticlei (glazurare, maturire), care permit
inscriptionarea cu orice instrument clasic de scris (pix, creion etc), sau care maresc adezivitatea
preparatelor, lipindu-le de lama. Existd de asemenea lame de sticla cu godeu (concavity slides,
single well slides), adica lame prevazute cu o depresiune hemisferica, cu utilizari speciale (de
exemplu pot fi utilizate pentru analiza floralda a unor flori foarte mici, sau la examinarea
culturilor de celule); prezintd de asemenea avantajul ca pot contine mai mult apd, permitand
examinarea pe o perioada mai lungd, in comparatie cu cele standard, unde stratul relativ subtire
de apa se evapord mai repede. Pentru aplicatii speciale, cand este necesara transparenta UV, se
pot folosi lame de cuart (mai scumpe).

Un interes aparte prezinta si lamele acoperite cu adezivi, care sunt utilizate pentru
atasarea sectiunilor de lama inainte de colorare. Existd mai multi adezivi utilizati la acoperirea
lamelor; relativ frecvent se utilizeaza lame acoperite cu poli-L-lisind sau cu silan, compusi care
nu interfereaza in general cu substantele utilizate pentru colorarea preparatelor. Deoarece lamele
acoperite comercial sunt mai scumpe, o solutiec mai ieftind pentru a obtine rezultate similare
consta 1n aplicarea in laborator a anumitor preparate adezive pe lame microscopice obisnuite.

Lamela de sticla (eng. cover-slip) — o mica piesa de sticla, foarte subtire, fragila, mai
mica decat lama port-obiect, utilizatd pentru acoperirea specimenului in scopul examinarii la
microscop. Existd o varietate relativ mare de dimensiuni, cum ar fi: 15 x 15 mm, 18 x 18 mm,
22 x 22 mm, 22 x 30 mm, 22 x 40 mm, 22 x 50 mm. Sunt disponibile si mai multe niveluri de
grosime: 0,13-0,16 mm; 0,16 - 0,19 mm; 0,19 — 0,25 mm. Lamelele sunt de reguld de forma
patratd sau dreptunghiulara, dar exista si lamele circulare (cu diametre de 12, 15, 18, 22 sau
25 mm). Cand este necesar se pot utiliza lamele de cuart.

Lamele si lamelele trebuie sa fie foarte curate, deoarece impuritatile pot influenta negativ
imaginea microscopica (artefacte, imagini neclare) si interpretarea acesteia. In acest scop ele se
degreseaza cu apa si detergent, apoi sunt cufundate in alcool de 70° si uscate apoi prin stergere
cu un material textil curat, moale, din bumbac. O altd varianta de curdtare constd in tratarea Cu
un amestec de alcool de 90° si HCI sau HNO3 in proportie de 9:1, dupa care se spala cu apa
comund, apoi cu apa distilatd si se usucd. Se pastreaza in cutii acoperite, in mediu uscat sau in
alcool de 90°, caz in care trebuie sterse la momentul utilizarii.

Dupa utilizare, lamele si lamelele se curdtd din nou prin fierbere timp de 30 de minute cu
solutie de carbonat de sodiu, apoi se trateaza cu un amestec bicromic si se clitesc cu apa curentd
si apoi apa distilata.

Cristalizorul (eng. crystallising dish) este un vas de sticla cilindric cu inaltimea mai
mica decat diametrul (aplatizat), utilizat in general pentru pastrarea unor solutii, reactivi etc. si
pentru cristalizare. In biologia vegetala este intrebuintat ca recipient pentru pastrarea sectiunilor
si ca baie de colorare si spalare a acestora. Existd o varietate de dimensiuni pentru cristalizoare,
cel mai frecvent in laboratorul de biologie vegetald se utilizeaza cele cu diametrul de 6-8 cm.

Sticla de ceas (eng. watch glass') reprezintd o piesd de sticld circulard, usor concava,
utilizatd pentru evaporarea lichidelor (deoarece ofera o suprafata relativ mare de evaporare in
comparatie cu recipientele obisnuite, cilindrice, conice, cu gat etc.), ca suport pentru substantele
solide in timp ce sunt cantirite sau pentru acoperirea unor vase. In laboratorul de biologie
vegetald, sticla de ceas cu un diametru de 8-10 cm se utilizeazd in special pentru acoperirea
cristalizorului in timpul operatiunilor de clarificare, colorare si spélare a sectiunilor.

Paharele Berzelius® (pahare cilindrice, beakers) sunt recipiente cilindrice (din sticla,
dar frecvent si din plastic) cu fund plat, utilizate pentru prepararea unor reactivi si solutii,

! Sticla de ceas de dimensiuni relativ mari se numeste uneori in limba engleza clock glass.

? Limba romani pare sa fie printre putinele in care denumirea acestui recipient este atribuita chimistului suedez J.J.
Berzelius. Majoritatea limbilor europene folosesc denumiri comune (de exemplu, in francezd bécher, in italiana
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agitarea, amestecarea si incalzirea lichidelor. Sunt practic prezente in orice laborator. Sunt de
obicei gradate pentru a estima volumul continut. Totusi aceste gradatii sunt numai orientative,
erorile sunt relativ mari. Pentru masurarea volumelor de lichide trebuie utilizate recipiente
adecvate, nu pahare Berzelius.

Paharele Erlenmeyer (eng. Erlenmeyer flasks, conical flasks, sau simplu flasks) sunt
recipiente de sticld (mai rar de plastic) care prezintd un corp conic si un gat cilindric. Denumirea
provine de la numele chimistului Emil Erlenmeyer care le-a creat in 1861. Forma conica permite
agitarea, iar gatul Ingust evitarea pierderii de lichid prin stropire. Tn plus, gatul ingust permite
inchiderea acestuia cu dopuri de cauciuc, de sticla sau cu vata. Paharele Erlenmeyer sunt mult
utilizate la titrari (pentru determinarea cantitativd a unor substante) si in culturile microbiene sau
n culturile de celule.

Exista si asa-numitul fleaker, un hibrid intre paharul Berzelius si Erlenmeyer (un fel de
pahar Berzelius cu gatul ingustat, care poate fi inchis cu un capac de plastic si dop de cauciuc).
Acest gen de recipient nu este foarte frecvent folosit.

Eprubetele (test tubes) sunt tuburi mici de sticla in forma de deget, deschise in partea
superioara si inchise, cu un fund rotunjit in partea inferioara (mai rar, fundul poate sa fie conic).
Uneori prezintd marginea usor evazata pentru a facilita scurgerea lichidului continut. Eprubetele
sunt utilizate pentru prepararea unor reactivi in cantitati mici, realizarea unor teste simple,
incilzirea unor lichide etc. In biologia vegetal se utilizeazi foarte frecvent pentru obtinerea de
preparate superficiale clarificate. Exista si eprubete speciale pentru centrifugd; acestea sunt de
reguld mai groase si au fundul conic. Eprubetele utilizate cel mai frecvent au lungimea de cca. 15
cm si diametru de 2 cm. Exista si eprubete cu capac, cum ar fi cele Falcon® sau Vacutainer®
(acestea din urma sunt concepute special pentru probele de sange). In general eprubetele sunt
simple, dar pot exista si eprubete gradate, care faciliteaza masurarea volumelor de lichide.
Asemanatoare cu eprubetele sunt tuburile de fierbere, practic niste eprubete marite cu cca. 50%,
destinate Incalzirii lichidelor la fierbere; aceastd operatiune este dificild cu eprubetele obisnuite,
deoarece au diametrul foarte mic si lichidul iese din eprubeta (,,da peste rascoale™).

Sticla picuratoare (dropper bottles, drop-dispenser bottles) si alte sticle pentru
solventi. Sticla picuratoare este o sticla prevazutd cu unul sau doua santuri in partea superioara si
cu un dop special, permitdnd scurgerea in picaturi a lichidului continut. Este folosita pentru
conservarea $i manipularea reactivilor de colorare specifici laboratoarelor de biologie. Poate fi
fabricata din sticla alba sau din sticld bruna (pentru colorantii fotosensibili). De regula sticlele
picurdtoare au capacitati mici, 25-100 ml. Pe langd sticla picurdtoare clasica, in prezent se
fabrica o varietate de recipiente picuratoare, din sticld sau material plastic.

Tn orice laborator de biologie exista de regula si o serie de sticle, albe si brune, prevazute
cu dop rodat, pentru pastrarea reactivilor si solventilor (reagent bottles, ground glass stopper
bottles). Volumul acestora variaza de la 250 la 5000 ml.

Baloanele cotate (volumetric flasks) sunt recipiente de sticla utilizate pentru méasurarea
exactd a volumelor de lichide. Au o forma asemanatoare cu cea a unei pere, fiind formate dintr-
un corp rotunjit, dar cu fundul plat, si un gat foarte lung. Pe gat o linie orizontala marcheaza
nivelul care corespunde volumului declarat (la o anumitd temperaturda, inscrisd pe corpul
balonului, de reguld la 20 °C; la temperaturi mai mari sau mai mici exista mici erori datorate
dilatarii sau contractiei sticlei). Un singur balon poate fi utilizat pentru masurarea unui singur
volum (de exemplu, 10 ml pot fi mésurati cu un balon de 10 ml, 50 ml cu un balon de 50 ml
etc.). In general, volumul baloanelor cotate de laborator variaza intre 5 ml si 1000 ml.

Baloane de sticld (round-bottom flasks, flat-bottom flasks). In laborator exista diverse
baloane de sticla, recipiente cu corpul sferic, utilizate pentru incalzirea unor lichide (inclusiv in
scopul distilarii unor produse vegetale) sau producerea unor reactii chimice. Pot avea fundul

becher, in spaniold vaso de precipitados, in germana Becherglas). Les connaisseurs fac distinctie intre paharul
Berzelius (inalt, cu indltimea mult mai mare decéat diametrul) si paharul Griffin (scund, asemanator unui Berzelius,
dar cu inéltimea aproximativ egald cu diametrul sau putin mai mare). Dar pentru imensa majoritate a cercetatorilor
din lume aceasta distinctie este aproape un bizantinism, toata lumea folosind pur si simplu un termen neutru ( beaker
etc). In Roménia, denumirea de pahar Berzelius se foloseste si pentru paharul Berzelius propriu-zis, si pentru
paharul Griffin.
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rotund sau plat. Partea superioard poate fi simpla sau cu slif, in aceastd ultimd situatie fiind
posibila Inchiderea ermeticd cu un dop sau conectarea cu alte vase. Unele au gatul lung, prevazut
cu o flansa (bordura) si sunt cunoscute sub numele de vase florentine (Florence flasks), dupa
orasul Florenta din Italia.

Cilindrul gradat (graduated cylinder, measuring cylinder) este un vas de sticld sau
plastic utilizat pentru masurarea mai rapida, dar cu erori mai mari, a lichidelor. Consta dintr-un
tub inchis la baza, pe care este Inscrisd o scala care corespunde diferitelor volume masurate,
incepand cu 0 ml. Tn general, cu cat diametrul unui cilindru este mai mare, cu atat eroarea de
masurare este mai mare. De aceea, pentru masurarea de volume mici trebuie utilizati cilindri
mici, iar pentru masurarea de volume mai mari, cilindri mai mari. Volumul cilindrilor gradati
variaza intre 25 si 2000 ml. Se Intalnesc uneori si cilindri de 10 ml, dar utilitatea lor este redusa,
pentru ca aceste volume se pot masura mai exact si relativ usor cu pipeta.

Vasul Coplin (Coplin jar) este un vas de sticla, plastic sau alte materiale de dimensiuni
relativ mici (capacitate in general sub 100 ml), cu inaltimea mai mare decat latimea si prevazut
cu un suport (raft) pe care se aseaza lamele microscopice pentru colorare si spalare. ,,Raftul”
poate fi reprezentat de niste santuri in care se imobilizeaza lamele, de obicei 1n pozitie verticala.
Majoritatea pot mentine 5 sau 10 lame de sticld. Desi vasul Coplin reprezinta cel mai cunoscut
tip de vas de colorare (staining dish), exista si alte vase de colorare, cu diferite caracteristici
tehnice, destinate colorarii si spalarii preparatelor imobilizate pe lame microscopice.

Vasul Linhart este un recipient de portelan sau de sticla utilizat in laboratorul de
biologie vegetala pentru germinarea unor seminte in conditii experimentale.

Lampa de spirt este un mic dispozitiv care serveste ca sursd de caldura in laborator,
utilizand alcoolul drept combustibil, dar si alti combustibili de naturd organica. Se utilizeaza in
special la obtinerea unor preparate microscopice.

Cutia Petri este un recipient cilindric plat utilizat in laborator in special pentru cultura
unor celule sau microorganisme; se utilizeaza insa si pentru studiul germindrii semintelor sau la
observarea comportamentului unor animale foarte mici (insecte, crustacee, helminti etc.). Cutiile
Petri pot fi fabricate din sticla (reutilizabile prin sterilizare) sau din plastic (de unica folosintd).
Numele provine de la cel al bacteriologului german Julius Richard Petri, asistent al lui Robert
Koch; Petri a inventat acest recipient in anul 1887. Mai tarziu au aparut si placi cu godeuri
multiple (multi-well plates), recipiente din plastic care contin mai multe cavitati, si care sunt
echivalentele mai multor cutii Petri pe un singur suport. Existd si placi cu cavitati foarte mici,
numite placi multi-titru sau microplaci, utilizate pentru studii de enzimologie, imunologie etc.

In laboratorul de biologie vegetald se mai utilizeaz si mojare cu pistile (pentru triturare,
pulverizare sau omogenizare), capsule de portelan sau de sticld (pentru evaporarea solventilor,
concentrarea unor solutii etc.), baghete de sticla (pentru agitare, amestecare) etc.

1.3. Instrumentar de laborator

Pentru studierea plantelor in conditii de laborator se utilizeaza o varietate de instrumente
(de reguld metalice), majoritatea fiind comune si altor laboratoare (cum ar fi cele de chimie,
anatomie, fiziologie, geologie etc).

Lingurita (laboratory spoon) si spatula (laboratory spatula) sunt instrumente metalice
utilizate la prelevarea substantelor din recipiente si cantirirea acestora. In biologie se utilizeaza
mai ales la prepararea reactivilor si colorantilor pentru microscopie.

Bisturiul (scalpel) este un instrument folosit pentru fragmentarea materialului vegetal
mai dur (radacini §i organe subterane, tulpini, unele fructe sau seminte) la dimensiuni mai mici.
Este metalic, alcatuit dintr-o lama ascutita si un maner fix, sudat cu lama.

Foarfeca (scissors) utilizata in laborator poate avea diferite dimensiuni si poate prezenta
varful ascutit sau rotunjit, drept sau recurbat. Se utilizeazd pentru desprinderea de pe planta
studiatd a unor organe sau fragmente de organe si pentru fragmentarea organelor vegetale subtiri
(frunze, flori) in scopul obtinerii de preparate superficiale.



Fig. 1.1. Pe baza descrierilor din text, recunoasteti obiectele de sticlirie si instrumentar din
imagine, notind numele fieciruia in spatiile punctate.

9 100l Il 120
3. P IS

Pensa anatomica (forceps, anatomical forceps, tweezers) poate avea dimensiuni mai
mari sau mai mici si varful drept sau recurbat. Cea cu varful recurbat se mai numeste si pensa de
iris (engl. iris forceps, pentru ci este adecvati pentru prinderea irisului in anatomie). In studiul
plantelor se utilizeaza pentru desprinderea epidermelor de pe frunze, a unor fragmente foarte
mici de organe vegetale, la realizarea analizei florale.

Briciul anatomic (razor) este un instrument folosit pentru obtinerea manuala a
sectiunilor microscopice din organele vegetale sau din talul organismelor vegetale primitive
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(alge, ciuperci). Pentru a putea examina un obiect (in cazul nostru un fragment de plantd) la
microscop, este necesar ca acesta sa fie foarte subtire. Din acest motiv, nu se examineaza la
microscop intreaga plantd sau un intreg organ, ci numai o portiune foarte subtire obtinuta din
aceasta, adica o sectiune. Este format dintr-un maner mobil (din metal sau alt material, de
exemplu polimeric) si o lama metalica, aceasta din urma avand o fata plana si alta usor concava
(fig. 1.2.). Manerul are rol de protectie a lamei si faciliteaza mentinerea pozitiei corecte la
sectionare. Lama este partea esentiald a briciului, trebuie sda fie bine ascutitd. Cu ceva
antrenament, sectiunile manuale obtinute cu briciul anatomic pot sd fie destul de subtiri si
transparente. Briciul trebuie utilizat si pastrat curat, de aceea trebuie sters cu o carpa moale si
curatd dupa utilizare.

Microtomul reprezintd un aparat de precizie, destinat obtinerii de sectiuni uniforme
dintr-o varietate de materiale pentru examinarea microscopica. Termenul ,,microtom* a fost
propus la 1839 de biologul francez Charles
Chevalier pentru a desemna un instrument care
permite obtinerea de sectiuni fine.  Pentru
microscopul optic, grosimea unei sectiuni poate
varia intre 1 micron si 60 de microni. In cazul
microscopului electronic sectiunile sunt mult
mai subtiri, de ordinul a 10 nm (sectiuni
ultrafine).

Microtomul este de regula alcatuit din
trei componente: baza (corpul metalic),
dispozitivul de sectionare (inclusiv dispozitivul
de sustinere a lamei sau cutitului) si dispozitivul de sustinere a specimenului (materialul de
sectionat). La majoritatea microtoamelor dispozitivul de sustinere a specimenului este mobil, Tn
timp ce dispozitivul de sectionare este fix. Baza contine un piston actionat manual sau cu
ajutorul unui motor, care deplaseaza dispozitivul de sustinere a specimenului 1n sus §i in jos sau
inainte si inapoi, dupa cum sectionarea (taierea) are loc in plan vertical sau orizontal. Specimenul
este deplasat dupa fiecare sectionare, avansand cu o distantd setatd de operator (de regula intre
0,5 si 60 microni), care reprezintd chiar grosimea sectiunii. Specimenul este de obicei montat
intr-un bloc de gheata, material ceros, ragina sau un alt material cu proprietdti plastice. Lama
(cutitul) care produce sectiunea propriu-zisd este prinsd pe un dispozitiv de fixare a lamei care
este imobil (fix). O conditie esentiala pentru obtinerea unor sectiuni de buna calitate este ca lama
sa fie bine ascutitd. Ascutirea lamelor de microtom este insa dificila; se poate utiliza 0 magina de
ascutit dedicata, destul de scumpa (compania Leica, de exemplu, comercializeaza una), sau se
pot utiliza dispozitive manuale de
ascutit (eng. strops, comercializate
de Euromex, spre exemplu). Sunt
disponibile si lame de unicd intre-
buintare.

Existd mai multe tipuri de
microtom:

Microtomul manual (cunos-
cut, mai ales in Franta, si ca
microtomul Ranvier®) — este cel mai
simplu si primitiv. Este de fapt un
suport pentru prinderea  speci-
menului, si orientarea lamei briciu-
lui; sectiunile se realizeaza tot cu
mana, cu ajutorul unui brici ana-
tomic. El permite numai sectionarea
specimenelor botanice rigide prin Fig. 1.3. Microtom manual (dupi J.C. Garaud si G. Roussel)

Fig. 1.2. Brici anatomic

¥ Dupa histologul francez Louis Antoine Ranvier (1835-1922), care I-ar fi inventat.
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natura lor, dar nu si a celor moi. Este format dintr-un cilindru metalic gol (A), care prezinta la
partea superioard o placa netedd (D). Cilindrul contine o tijd care este actionatd de o viza
micrometrica (C), permitand impingerea specimenului spre placa netedd, cu grosimea dorita.
Specimenul este fixat cu ajutorul surubului B. Lama briciului (E) aluneca pe placa neteda (D),
permitand obtinerea sectiunilor (fig. 1.3.).
Microtomul rotativ reprezinta cel
mai frecvent tip de microtom modern (fig.
1.4.). Este utilizat pentru obtinerea de
sectiuni semi-subtiri si subtiri destinate
microscopului optic (cel mai simplu tip de
microscop). Poate fi utilizat pentru o
varietate largda de specimene. O roata
actionatd manual sau cu ajutorul unui
motor, determind avansarea blocului
specimenului spre o lama fixa (cutit).
Blocul se deplaseaza in sus si In jos in
raport cu lama, permitand astfel sectio- Fig. 1.4. Microtom rotativ,
narea. Existd o varietate mare de micros- model HM 325
coape rotative, de la microtoame usoare adecvate
sectiondrii materialelor incorporate in parafind pand la microtoame grele, actionate cu motor,
care sectioneazd materiale dure incorporate intr-o rezind sinteticd. De asemenea, majoritatea
criostatelor contin un microtom rotativ pentru obtinerea sectiunilor in gheata. Sectiunile obtinute
din tesuturi incorporate in parafind au cel mai frecvent grosimi de 3-5 microni, iar sectiunile
obtinute in rezine sunt mai subtiri, 0,5-1,0 microni. Lamele (cutitele) de otel utilizate pentru
sectionare pot fi schimbate (cand se uzeaza, sau in functie de tipul de specimen sectionat).

Fig 1.5. Microtom cu car culisant, Fig. 1.6. Microtom cu basculi,
model Leica SM2400 model Brunel

Microtomul cu sanie sau cu car culisant (sledge microtome, sliding microtome) — este un
microtom foarte greu, pentru asigurarea stabilitatii, astfel incat sa nu prezinte vibratii, destinat
sectiondrii materiale incluse in blocuri de parafind si rezind de dimensiuni mari, pentru
microscopul optic (nu electronic). Microscoapele mai noi sunt prevazute cu una sau mai multe
ferestre de sectionare, care permit §i sectionarea unor specimene mai mici. Este unul din rarele
tipuri de microtoame la care cutitul este mobil, iar specimenul fix. Specimenul este ferm
imobilizat cu ajutorul unui dispozitiv de strangere universal (care permite orientarea corecta a
specimenului), iar cutitul este adus spre si deasupra specimenului (fig. 1.5.). Modelele in care
cutitul este fix iar specimenul mobil sunt mai putin utilizate si mai periculoase pentru utilizator.
Microtomul cu sanie a fost oricum criticat pentru cd necesitda multa atentie la manipulare, fiind
preferabil sd se lucreze cu usile inchise, in absenta oricarui factor perturbator, si din pacate are
performante remarcabile in amputarea degetelor operatorului, daca acesta nu este atent. Este util
in special pentru sectionarea lemnului si a altor specimene dure. Nu poate fi utilizat totusi la
sectionarea unor rezine foarte dure, cum ar fi aralditul (in acest caz existd riscul aparitiei unor
vibratii).

11



Microtomul cu bascula (rocking microtome). Foarte popular in special la nceputul
secolului 20, microtomul cu basculd este destinat obtinerii de sectiuni numai din materiale
incorporate in parafind si este extrem de fiabil. Este alcatuit din trei componente (fig. 1.6.).
Specimenul avanseaza printr-un arc (resort) inspre cutit (este utilizat un cutit usor biconcav,
numit uneori cutit Heiffor), care este mentinut intr-o pozitie fixa. Este dificila obtinerea unor
sectiuni foarte subtiri, iar cadrul microtomului este usor, astfel incat acesta are tendinta de a se
misca in cursul sectiondrii. Un alt dezavantaj este faptul cd pot fi sectionate numai blocuri de
parafind de dimensiuni relativ mici. Microtomul cu basculd a fost in bund parte nlocuit de
microtomul rotativ care este mai precis, dar a reaparut intr-o anumitd masura in criostatele
portabile. In prezent este utilizat in principal pentru sectiuni vegetale de pana la 5 pm grosime
(nu se obtin sectiuni foarte subtiri, dar pentru celulele vegetale, care sunt mai mari, sectiunile
sunt adecvate). Poate sa fie foarte ieftin (un microtom Brunel cu basculd costa cca. 250 EUR,
mult mai ieftin in comparatie cu unul rotativ care este de regula 5000-6000 EUR, sau chiar mai
mult).

Microtomul cu vibratie (vibrating microtome)

Conceput initial ca un microtom capabil sd produca sectiuni de buna calitate din
materiale vegetale sau animale proaspete, era destinat sd Inlocuiascd microtomul manual.
Functioneaza pe baza vibratiilor produse asupra unui lame asemanatoare cu o lama de ras,
amplitudinea vibratiei fiind reglatd prin modificarea tensiunii electrice. Prezintd avantajul ca
sectionarea poate fi realizata fard incorporarea prealabild a materialului sau fara congelare, direct
pe tesutul proaspat
sau fixat, reducand
la minim pierderile
de activitate enzi-
maticd sau leziu-
nile structurale si
artefactele.  Sunt
necesare  diferite
amplitudini ale
vibratiei pentru a
produce sectiuni in
materiale cu den-
sitati diferite. Spe-
cimenul este imer-
sat intr-un fluid Fig. 1.7. Microtom vibrator, Fig. 1.8. Microtom vibrator,
(solutie  tampon), model Vibratome® 1000 Plus model Microm HM 650 V
care se afla intr-o
tavitd speciald (numita baia specimenului). Sectionarea are loc in baia lichidd. Solutia tampon are
rolul de lubrifiere a lamei, de imprastiere a caldurii eliberate in cursul sectiondrii si de pastrare a
caracteristicilor specimenului; in plus, faciliteaza recuperarea sectiunilor generate. Micro-
toamele vibratorii moderne sunt prevazute cu senzori care permit controlul frecventei si
amplitudinii §i cu sisteme de racire eficiente. De obicei sunt prevazute si cu o lupa care permite
vizionarea mai usoard a sectiunilor; lupa poate fi in general indepartatda daca nu este necesara,
fiind mobild. Exemple sunt modelul Microm HM 650 V,
fabricat de MICROM International GmbH sau cele din seria
Vibratom® fabricate de The Vibratome Company (fig. 1.7
si 1.8).

Microtomul cu ferastrau (saw microtome) este
destinat in special sectiondrii de materiale foarte dure (oase,
dinti, esantioane mineralogice in diferite domenii industriale,
sticld, ceramica). Utilizeaza o lama circulard de tip ferdstrau
dintr-un material foarte dur (adesea imbracat in diamant) care
se roteste cu o viteza de cateva sute de rotatii pe minut (de
reguld cca. 600 rotatii pe minut). Specimenele, de regula
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Tncorporate in rezina, sunt avansate extrem de lent spre lama. Nu sunt posibile sectiuni foarte
subtiri, de regula grosimea minima fiind de 20-30 um (fig. 1.9.).

Microtomul cu congelare (freezing microtome) este utilizat pentru obtinerea de sectiuni
din tesuturi congelate si din diverse produse industriale (cum ar fi textilele, hartie, pielea,
materiale plastice moi, cauciuc, pulberi, paste). A fost propus pentru prima oara in 1871 de catre
William Rutherford*, profesor la Universitatea din Edinburgh, autorul fiind convins la acel
moment cd el va inlocui in mare masura incorporarea specimenelor in parafind sau alte materiale
(fapt confirmat doar in mica masura). Este prevazut cu o platforma de congelare (freezing stage)
pe care poate fi congelat rapid specimenul utilizand un material criogen (de reguld dioxid de
carbon lichid sau chiar solid, dar si alte materiale, cum ar fi azotul lichid, un amestec de azot-
izopentan, un spray cu aerosoli) sau un lichid de racire recirculat la temperatura scizuta. Unele
sisteme de racire permit racirea simultand a cutitului. In mod
traditional platforma de congelare este alcatuitd dintr-un
material metalic care prezintd o adanciturd in care se
introduce specimenul si perforatii laterale, prin care se
introduce materialul criogen. In cazul utilizirii unui gaz
lichefiat, acesta se evapora rapid absorbind caldurd si
congeland rapid specimenul. Utilizarea pentru racire a unui
modul termoelectric are avantajul ca permite fixarea cu
acuratete si mentinerea temperaturii specimenului si cutitului.
Prinqipiul de functionare — pe langd particularitatile Fig. 1.11. Ultramicrotom,
referitoare la congelare — este oarecum asemanator cu cel al model PowerTome PC
unui microtom rotativ, dar in acest caz cutitul este mobil,
fiind deplasat in sus si in jos, in timp ce specimenul este mentinut in pozitie stationara. Este
foarte greu de obtinut sectiuni subtiri, egale, de foarte buna calitate cu acest tip de microtom.
Prezintd insa avantajul cd nu necesitd incorporarea specimenului in parafind sau rezina. Este
utilizat in special pentru materiale animale dure, cum ar fi tesuturile cartilaginoase sau osoase, si
pentru obtinerea de sectiuni din tesuturi neurologice; de cele mai multe ori este utilizat in
industria alimentara si textild. Pentru a obtine sectiuni mai subtiri de 5 microni pe materiale
congelate este necesara utilizarea criostatului. De altfel, in prezent criostatul a inlocuit in general
pe piata microtomul cu congelare (dar inca existd In uz si uneori de vanzare, microtoame cu
congelare). Microtomul cu congelare nu trebuie confundat cu criostatul.

Criostatul sau cabinetul rece (cryostat, cold cabinet) reprezintad un sistem de sectionare in
care intregul microtom si specimenul sunt complet inchise intr-o camera refrigerata (fig. 1.10.).
Tehnicile sau dispozitivele de sectionare in care sunt rdacite numai specimenul si cutitul, dar
sectionarea este efectuatd la temperatura camerei (adica cele in care se utilizeaza un ,,microtom
Cu congelare®) sunt numite uneori tehnici sau dispozitive ,,cu cutit rece” (cold knife). Criostatul
consta dintr-un microtom care este inchis intr-o camera refrigeratd, a carei temperatura este
mentinutd la un anumit nivel presetat (temperatura poate fi
fixata intre cea ambiantd si pana la —40°C). Mai recent se
construiesc si criostate la care corpul microtomului este
situat in afara camerei reci (numai dispozitivul de
sectionare se afld in camerd). Criostatul utilizeaza de
obicei un microtom rotativ, dar unele criostate mobile
(portabile) utilizeazd un microtom cu basculd; unele
utilizeaza un microtom cu car culisant (sanie). Sunt
posibile sectiuni de pand la 1 micron grosime. Tem-
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peratura optima de sectionare depinde de tipul de e W
specimen, cel mai frecvent aceasta se situeaza intre (—)10
§i (_) 20 °C. Fig. 1.10. Criostat,

Ultramicrotomul este utilizat pentru a obtine model Cryosect® Seward

sectiuni foarte subtiri (s-au raportat sectiuni de pana la 5

* Lawson Tait (1845-1899) a pretins ca utilizase si el cu multe luni inainte un aparat asemantor.
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nm) care sd poatd fi examinate la microscopul electronic (fig. 1.11.). Pentru sectionare
specimene foarte mici sunt incorporate de reguld intr-o rezind durd. S-au dezvoltat doua tipuri de
mecanism de avansare a specimenului: unul mecanic §i altul termic. Cutitele sunt de obicei
fabricate din sticla, diamant sau safir. Blocul care contine specimenul este adus la nivelul lamei
sub control microscopic si fiecare sectiune obtinutd pluteste apoi intr-o baie de apa aflatd in
vecindtatea lamei cutitului. Cutitul este actionat de un motor, pentru a asigura o miscare regulata
care sd permitd obtinerea unor sectiuni cu grosime constantd. Cele mai noi sunt controlate
computerizat, prin intermediul unui computer (PC).

Acul este un mic instrument metalic, cu diferite utiliziri. In laborator existd ace simple si
ace cu varful spatulat sau lanceolat. In special acestea din urma sunt utilizate la preluarea
sectiunilor microscopice din cristalizor si la etalarea lor pe lama de microscop. De asemenea,
acul spatulat se mai utilizeaza pentru desprinderea pieselor florale de pe receptacul, in scopul
analizei florale.

Placa incalzitoare (platina sofanti), este o piesd metalica utilizatd la, includerea
preparatelor microscopice in masi gelatinoasd sau in parafini. In acest fel se obtin preparate
microscopice zise fixe (prin opozitie cu preparatele extemporanee), preparate care pot fi
examinate §i dupa multd vreme (ani) de la includere.

1.4. Aparatura optica de laborator

1.4.1. Istoric

Multa vreme instrumentele optice (lupa mai intai, si apoi microscopul) au reprezentat
singurele instrumente utilizate in stiintele biologice. Dacad din punct de vedere istoric rolul lupei
pare sa fi fost minor in cunoasterea lumii vii, aparitia microscopului a produs o adevarata
revolutie stiintifica.

Botanica si stiintele biologice in general, fac parte dintre cele mai vechi preocupari de
cunoastere ale umanitatii. De multa vreme oamenii au observat plantele, au Incercat sa le descrie,
caracterizeze, deseneze si clasifice dupa diverse criterii. In antichitate si pana spre sfarsitul
Evului Mediu, cei interesati de studiul plantelor utilizau exclusiv ochiul neajutat de vreun alt
instrument pentru cunoasterea acestora. Sticla a fost inventatd in primul secol crestin §i se pare
ca romanii au efectuat unele investigatii optice cu ajutorul ei. Un anonim a descoperit cd o sticla
mai groasd la mijloc si mai subtire la margini asezata deasupra unui obiect il face sd pard mai
mare. Un alt necunoscut a descoperit ca o asemenea bucata de sticld, numita lentilda (din
latinescul lens, care inseamna linte, datoritd asemanarii cu un bob de linte) este capabila sa
focalizeze razele soarelui si sa aprinda un foc. De aceea, aceste lentile se mai numeau si sticle
arzatoare. Se pare cd pand prin secolul XIII aceasta utilizare pragmaticd a lentilelor (pentru
aprinderea focului) era mult mai importanta si raspandita decat aceea a iscodirii lumii vii.

In cursul secolului al Xlll-lea este inventati lupa ca instrument de observatie stiintifica.
Meritul Ti este atribuit filozofului englez Roger Bacon (1214-1294), unul din primii sustindtori
europeni ai metodei stiintifice. Undeva spre sfarsitul aceluiasi secol (XIII) a aparut si un interes
comercial pentru lentile, care au inceput sa fie utilizate sub forma ochelarilor pentru corectia
deficientelor de vedere. Cu aceasta ocazie se manifesta un interes mai sporit si pentru lupe, care
de obicei mareau intre 6 si 10 ori. Erau utilizate frecvent pentru observarea puricilor si altor
insecte minuscule, fiind cunoscute in unele parti ale Europei ca ,,sticle de purici”.

Spre sfarsitul secolului XVI (in jurul anului 1590), doi fabricanti olandezi de lentile,
Hans Janssen si fiul sau, Zaccharias Janssen, incep sa faca experimente cu lentile si descopera ca
punand mai multe lentile Tntr-un tub, se obtinea o putere de marire semnificativ mai mare decat a
unei simple lupe. Asa a aparut microscopul, numit uneori §i ,,microscop compus”’, pentru ca este
compus din doud sau mai multe lentile. Dupa descoperirea lor, interesul pentru microscop si
opticd s-a imbunatatit considerabil, unul dintre primii interesati de utilizarea stiintificd a
microscopului si a opticii in general, fiind Galileo Galilei. El a perfectionat atat microscopul, cat
si telescopul.
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Tot in Olanda, in secolul al XVII-lea a trait Antonie Leeuwenhoek (1632-1723)°, un mic
negustor care avea o afacere in domeniul textil. El utiliza un microscop foarte primitiv pentru
examinarea tesdturilor sale. A cdpatat insa un interes atat de special pentru microscop, incat a
inceput sa 1si construiasca (prin slefuire) singur lentile. Acestea erau de o calitate deosebita,
reusind cu timpul sd construiascd un microscop care marea de 270 de ori, o performanta
deosebita pentru epoca sa. Undeva dupa 1665, dupa ce a luat cunostintd de cartea lui Robert
Hooke intitulatd Micrographia®, un best-seller al epocii care descria observatiile ficut de acest
,parinte englez al microscopiei”, Leeuwenhoek a devenit interesat de utilizarea microscopului in
scopuri stiintifice. El a trimis celebrei Societdti Regale engleze peste 500 de scrisori, echivalentul
articolelor stiintifice de astdzi, descriind printre altele pentru prima data unele organisme
unicelulare (bacterii, protiste).

Robert Hooke (1635-1703), cu trei ani mai tanar decat ,parintele olandez al
microscopiei”, 1-a precedat In ce priveste utilizarea microscopiei in scopuri stiintifice (prin
Micrographia, care contine observatii efectuate cu microscopul, dar si cu telescopul), dar nu a
contribuit la perfectionarea tehnica a microscopului, cum a facut-0 olandezul. El este cel care a
utilizat pentru prima datd termenul ,,celula” pentru a descrie micile unitdti structurale care
alcatuiesc organismele vii.

Micrographia lui Hooke si scrisorile lui Leuwenhoek adresate Societdtii Regale au
generat curand o emulatie si un interes stiintific fara precedent pentru investigarea stiintifica a
lumii vii si nevii cu ajutorul instrumentelor optice. Microscopia opticd a cunoscut de atunci
constante Tmbunatatiri si perfectiondri, contribuind la acumuldri constante de cunostinte in
domeniul stiintelor biologice, si nu numai. In secolul al XIX-lea si in special in secolul al XX-
lea, odatd cu perfectionarea progresiva a tehnicii s-au adus diferite modificari microscopului
optic, construindu-se diferite tipuri de microscoape, precum: microscopul cu camp intunecat (cu
fond negru), microscopul cu fluorescenta, microscopul cu contrast de faza, microscopul cu
contrast de interferentd, microscopul cu raze ultraviolete, microscopia de scanare cu laser
confocal, microscopul cu deconvolutie si altele. Pe de alta parte, incepand cu secolul XX, s-au
construit si microscoape bazate pe alte principii decat cele strict optice: microscopul electronic,
microscoapele cu sondd de scanare (microscopul cu fortd atomicd, microscopul cu forta
fotonica, microscopul cu efect tunel).

1.4.2. Lupa

Lupa este un instrument optic alcatuit de dintr-o lentila convergenta care, fiind asezat in
fata unui obiect, da o imagine maritd a acestuia. Cel mai frecvent lentila este montata pe un
suport circular si in functie de scopul in care este utilizata, poate fi prevazuta cu un méaner, stativ
sau alte accesorii care sa-i faciliteze utilizarea.

Puterea de mdarire sau grosismentul unui instrument optic reprezintd raportul dintre
dimensiunea aparentd a imaginii §i cea reald a obiectului, altfel spus un numar care ne arata de
cate ori mareste instrumentul optic un obiect. Aceasta este o definitie intuitiva, usor de inteles a
grosismentului. Intrucat dimensiunea aparenti a obiectului nu poate fi misurata, in realitate se
foloseste asa-numitul grosisment unghiular (angular), care corespunde raportului dintre unghiul
sub care este vazut obiectul prin instrumentul optic in raport cu unghiul sub care este vazut
obiectul cu ochiul liber. Lupa are grosismentul cuprins intre 2x si 40x.

In biologia vegetala lupa este utilizati pentru observarea detaliilor morfologice care nu
pot fi percepute cu ochiul liber si la efectuarea schemelor sectiunilor transversale prin organele
plantei. Spre deosebire de examenul microscopic, examenul unui specimen cu ajutorul lupei nu
necesitd in general prelucrarea acestuia. Sursa de lumind este soarele sau lumina de interior.
Tnregistrarea imaginii se face printr-un desen manual sau prin naratiune (inregistrare

® La maturitate, considernd ci este suficient de cunoscut pentru meritele sale, olandezul si-a adaugat singur
particula nobiliara van, astfel incat este de obicei cunoscut ca van Leeuwenhoek.
® Robert Hooke, "Micrographia: or, Some physiological descriptions of minute bodies made by magnifying glasses".
London: J. Martyn and J. Allestry, 1665.
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anecdotica”). In domeniul biologiei se utilizeaza cel mai frecvent doua tipuri de lupe: lupa de
mdna (de teren) si lupa de laborator (de disectie).
Lupa de mana (fig. 1.12) este formata dintr-o lentila convergenta (biconvexa, mai rar
plan-convexd) inclusd intr-un inel metalic prevazut cu un maner. Este usor de manevrat si
transportat, fiind utila in special la studierea plantelor pe teren; din acest motiv se mai numeste si
lupa de teren. Focalizarea ariei de interes se face deplasand lupa si specimenul unul in raport cu
celalalt.

Lupa de laborator (numita si /upa de disectie, si, in general in publicatiile vechi,
microscop simplu)’ are o alcatuire mai complexa decét lupa de mana (fig. 1.13). Este utilizata in
biologia vegetala la analiza florald si la realizarea schemelor sectiunilor transversale, pentru
respectarea raportului dintre tesuturi.

Exista diferite modele in functie de fabricant,
dar in general o lupa de laborator este formata din
urmatoarele piese (fig. 1.14):

a)

b)

c)

d)

un stativ metalic cu rol de suport al partii
optice si care conferda stabilitate
ansamblului;

0 coloana verticala (din metal, mai rar alt
material) care sustine masuta port-obiect;
mdsuta port-obiect, formata dintr-un cadru
(dreptunghiular, circular) acoperit de o
placa de sticla transparentd, pe care se
aduce obiectul de observat;

Fig. 1.12. Lupa de ména (Zeiss)

un tub metalic care gliseaza in coloana verticala, permitand stabilirea distantei optime
dintre lentild si obiect, si care permite imobilizarea lentilei la distanta respectiva ;

0 oglinda situata sub masuta port-obiect (are rolul ilumindrii preparatului);
dispozitivul optic propriu-zis — o lentila sau combinatic de lentile (de reguld
convergente), fixate Intr-un cadru metalic pe care este inscrisa puterca de marire a

lupei;

0 péarghie a lupei, prinsa de tubul manevrabil. Aceasta sustine lentila §i permite
migcarea circulara a acesteia, astfel incat sa fie adusa deasupra obiectului de

examinat.

Fig. 1.13. Lupe de laborator

Desi grosismentul lupei este destul de limitat (2x-40x), aceasta prezintd urmatoarele
avantaje:
a) manevrare usoara (mai putin pretentioasa decat in cazul microscopului);
b) obtinerea unei imagini drepte (la microscop, imaginea este rasturnata);

" Spre deosebire de microscopul propriu-zis numit initial si microscop compus, pentru ¢i era compus din mai multe

lentile.
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Lentila Parghia lupei

Tubul metalic

Masuta port-obiect

Surub lateral

Coloana

Oglinda

Talpa

Fig. 1.14. Partile componente ale lupei de
laborator

c) costuri mai mici in raport cu microscopul (nu doar pretul de achizitie este mult mai
mic, dar si intretinerea este mai simpla si duratd de viatd mai lunga, datorita structurii
sale necomplicate).

Alte tipuri de lupe. Exista lupe specializate pentru diferitele domenii ale activitatilor
umane, cum ar fi lupa geologica (utilizata in geologie), lupa textila (utilizata in industria textila),
lupa filatelica (utilizata de filatelisti), lupa ceasornicarului (lupa oculard) etc. Toate functioneaza
dupa aceleasi principii, constructia lor fiind adaptatd activitatilor respective. Aceste lupe pot fi
utilizate foarte bine si in alte scopuri decat cele principale (tipice) pentru care au fost construite.
De exemplu, lupele textile, destinate numararii firelor dintr-o tesatura si prevazute cu o retea
gradatd au fost si mai sunt incd uneori utilizate de fotografi pentru a controla detaliile
negativelor, in special in tehnica argenticd. Lupa ceasornicarului poate fi mai corect denumita o
lupa oculara, lupa care se plaseazd pe arcada ochiului, nefiind necesara tinerea ei cu mana, dar
care poate fi utilizata in numeroase alte domenii.

Lupa digitala. Sub aceastd denumire (lupa digitald) sunt cunoscute sistemele industriale
de observatie destinate sd inlocuiascd lupa clasica.
Acestea au avantajul unui confort vizual sporit in raport
cu lupa clasica, la utilizarea careia oboseala intervine
rapid, in special In cazul persoanelor care sunt nevoite sa
lucreze perioade lungi de timp cu ea (de exemplu in
departamentele de controlul calitatii).

Lupele digitale sunt compuse dintr-o camera
digitala (alb-negru sau color), un obiectiv cu grosisment
fix sau variabil, un software de achizitie a imaginii si de
afisare pe ecran a acesteia si un suport fix sau mobil,
reglabil. Uneori acest tip de instrument este numit
(impropriu) si microscop digital.

Principiul de formare a imaginii prin lupa.
Formarea imaginii in lupa se bazeaza pe refractia razelor 4
de lumind care traverseaza lentila lupei. Pentru 4’.‘{.
simplificare, vom considera un obiect de examinat liniar,
un simplu segment de dreapta, notat ab (fig. 1.15.). Fie Fig. 1.15. Formarea imaginii prin lupi
obiectul ab si o lupa formata dintr-o lentild convexa cu (dupi A. Tonica, F. Stefinescu,
centrul ¢ si focarul f. Pentru a se putea forma o imagine M. Alexandru)
marita, este necesar ca obiectul sa fie asezat intre centrul

N

\\
. .....___."_.._.._..._\a,
b
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si focarul lentilei. Dintre razele de lumina care pornesc de la obiect, unele sunt refractate si se
intalnesc n focarul £, iar altele trec nedeviate prin centrul optic c al lentilei (ac si bc). Acestea
din urma nu se intersecteazd cu razele refractate pentru a forma o imagine reald, dar se
prelungesc in sens contrar si formeaza o imagine virtuald, dreapta si maritd a’b’ in spatele
obiectului, perceputa de ochiul uman.

1.4.3. Microscopul

Microscopul este un instrument care utilizeaza mai multe lentile pentru a produce imagini
madrite, cu detalii fine, ale obiectelor prea mici pentru a fi observate cu ochiul liber. Importanta
microscopului a fost decisiva pentru evolutia stiintelor biologice. El a deschis ochii lumii
stiintifice la existenta unor structuri si elemente nebanuite pana atunci — mai intai celulele, apoi
organitele celulare. De la descoperirea lui, microscopul a fost utilizat pentru studierea lumii vii si
continua sa fie utilizat si astazi. Daca insa in secolul al 17-lea microscopul optic se bucura de o
putere de marire de 200-300 de ori, astdzi microscoapele optice standard ating o putere de marire
de 1000 de ori, iar microscoapele optice mai performante pot atinge un grosisment de 1500. Este
astfel posibil sa se distingd structuri de pana la 0,5 microni. Cu ajutorul microscopului optic se
pot deci observa nu doar celule vegetale sau animale (5-100 um), dar si unele organite celulare
cum sunt mitocondriile si cloroplastele (2-10 wm), precum si procariote cum sunt bacteriile sau
cianobacteriile (1 pum).

O crestere inca si mai semnificativa a puterii de marire a fost posibila odata cu inventarea
microscopului electronic in anii 1930. Inlocuind lumina vizibild cu fluxuri de electroni si
lentilele optice cu magneti care focalizeaza fluxurile electronice respective, s-a ajuns la o putere
de marire de 100.000 de ori si, in cazul celor mai performante, de 200.000 de ori. Aceasta
permite studierea nu doar a structurii interne a celulelor, dar chiar si a unor molecule individuale
cum ar fi proteinele sau acizii nucleici.

Existd asadar, doua tipuri fundamental diferite de microscop: microscopul optic si
microscopul electronic. Microscopul optic utilizeaza o serie de lentile de sticla pentru a focaliza
un fascicul de fotoni si a forma o imagine, in timp ce microscopul electronic utilizeaza o serie de
lentile electromagnetice care focalizeaza un fascicul de electroni (vezi fig. 1.16). La limita,
microscopul optic poate mari imaginea de cca. 1500 de ori, pe cdnd cel electronic de cca.
200.000 de ori. La aceste doua tipuri fundamentale s-a adaugat relativ recent un al treilea tip de
microscoape, microscoapele cu sonda (cu forta atomicd, cu efect tunel), a caror utilizare in
domeniul biologic Incepe sa fie tot mai frecvent explorata.

Capacitatea de marire sau grosismentul nu reprezintd neaparat cea mai buna masura a
calitatilor si utilitatii unui microscop. Rezolutia, capacitatea de a distinge intre doua puncte
situate la o distanta foarte mica asigurd o estimare mult mai fiabila a utilitatii unui microscop. De
ce? Pentru ca o imagine poate fi marita foarte mult fara a castiga vreun avantaj in observarea
detaliilor. O imagine obtinuta la microscopul optic cu lentile relativ mici poate fi marita foarte
mult, de exemplu prin proiectarea ei pe u ecran cinematografic; totusi, nu vom observa mai bine
detaliile decat privind direct prin ocularul microscopului, deoarece imaginea proiectatd pe
ecranul de cinema, desi foarte mare, nu va fi mai clara. Rezolutia este de aceea mult mai
importanta decat grosismentul (sau mai bine zis, grosismentul capata sens doar cand este insotit
de o rezolutie adecvati). Microscoapele optice au o limita de rezolutie de cca. 0,5 microni (um)®;
cele electronice au o rezolutie de pana la 1 nanometru (1 nm). Progrese tehnologice recente au
imbunatatit limita de rezolutie a microscopului optic la 0,2 um 1n unele aplicatii speciale. Cu
ajutorul microscopului optic pot fi observate atat celule vii, cat si celule moarte, adesea in
culoarea lor reald, pe cand cu microscopul electronic pot fi observate numai celule moarte si
niciodata in culoarea lor adevarata.

® Rezolutia limita teoretici este de jumitate din lungimea de unda, ceea ce pentru o lumini cu A=400 nm inseamna
200 nm sau 0,2 um; limitarile de constructive a instrumentelor fac insd ca 0,5 microni sa fie o limitd mai realista
pentru microscoapele obisnuite (a se vedea fraza urmatoare din text).
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Aplicatiile celor doua tipuri de microscoape (cu variantele lor) sunt in general diferite, in
functie de obiectivul urmarit. De exemplu, pentru studierea principalelor tesuturi care alcatuiesc
un organism vegetal este suficient microscopul optic clasic. Dacd, dimpotriva se doreste
masurarea concentratiei unei substante intr-o celula embrionara vie, intr-un interval de ordinul
milisecundelor, este necesar un microscop optic mai perfectionat (numit adesea sistem
imagistic). Tn sfarsit, daca se doreste localizarea unei proteine intr-unul sau mai multe organite
celulare, va fi necesar microscopul electronic, numai acesta beneficiind de rezolutia necesara
pentru a obtine asemenea imagini.

Domeniul microscopiei a suferit o renastere in ultimele doua decenii, ca urmare a
progreselor inregistrate in domeniul informaticii. Majoritatea imaginilor produse de microscoape
sunt acum fTnregistrate electronic utilizand dispozitive imagistice digitale (camere digitale,
software de achizitie digitald a imaginilor, metode de afisaj digital al imaginilor). Acestea
progrese au permis dezvoltarea mai multor aplicatii in diferite domenii §i subdomenii ale
stiintelor biologice.

Sursa de
electroni

Sursa de lumind

Lentile
condensatoar

Specimen

Lama ] g
Lamel3 y > (peogrila
de Cu)
Lentile
obiectiv
IA
Lentila
Ocular .(A‘. proiectoare
528

Ecran de vizionare
sau camera digitala

Ochi sau can:leré digifalé

Fig. 1.16. Comparatie intre microscopul optic si cel electronic (dupa S.W.
Paddock, in K. Wilson, J. Walker (edit.), Biochemistry and Molecular Biology)

Fiecare din cele doua tipuri cunoaste mai multe variante.
1.4.3.1. Microscopul optic (fotonic)

1.4.3.1.1. Componentele principale ale microscopului optic

Cum deja s-a mentionat, microscopul optic utilizeaza un sistem de lentile si un flux de
lumind pentru formarea imaginii. Toate microscoapele optice moderne sunt alcatuite dintr-o0
combinatie de mai multe lentile de sticla, fiind din acest motiv numite in literatura stiintifica de

limba engleza microscoape compuse (lupa fiind consideratd uneori un ,,microscop simplu”g,

® A se vedea, de exemplu, Smith, WJ, Modern optical engineering: the design of optical systems, 4™ edition, SPIE
Press (McGraw-Hill Companies), New York, 2007, pp. 303-304
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format dintr-o singura lentila). Indiferent de gradul sau de complexitate, orice microscop optic
este format dintr-o parte mecanica si una optica. Cea mecanica functioneaza ca suport al celei
optice, aceasta din urma fiind implicata direct n marirea imaginii obiectului observat.

. _ocular
. tub optic
revolver _brat (maner)
obiectiv. , -8~
platina , . Cleme
condensator
diafragma-iris . - ®
sursa de lumina , = . macroviza
= || 0) , microviza
stativ

SN

Fig. 1.17. Pirtile componente ale microscopului optic (dupa DR Helms,
CW Helms et al., 1998)

Partea mecanica (montura) microscopului cuprinde talpa, bratul, masuta port-obiect,
clemele metalice, tubul microscopului cu revolverul si suruburile de ajustare a imaginii
(macroviza si microviza) (fig. 1.17).

Stativul (talpa, piciorul) microscopului are forma patrata sau de potcoava si este adesea
confectionata din metal, pentru a conferi stabilitate microscopului. Are rolul de suport al
celorlalte componente. Dupa tipul de stativ, se deosebesc doua categorii de microscoape: drepte
si inversate (acestea din urma lasa mai mult spatiu la nivelul masutei port-obiect).

Pe talpa se articuleazd bratul sau mdnerul microscopului; acesta permite uneori
inclinarea tubului optic in mod convenabil pentru examinarea imaginii. Frecvent Insd manerul
este imobil, ocularele fiind inclinate din constructie cu un unghi de 45°. Impreuni cu talpa,
manerul serveste la deplasarea microscopului dintr-un loc in altul (microscopul se tine de talpa si
brat).

Masuta port-obiect (platina, placa) reprezintd piesa pe care se aseaza specimenul de
examinat. Poate fi confectionata din metal, ebonitd sau alte materiale. Poate avea diferite forme:
patrata, dreptunghiulara, circulard. Platina circulara se poate roti in plan orizontal (fiind numita
in acest caz platind turnantd), iar cea dreptunghiulara sau patratd permite deplasarea in plan
orizontal pe doua directii, perpendiculare una pe cealalta (adica dreapta-stanga si inainte-inapoi).
In partea centrali misuta port-obiect prezinti un orificiu circular sau oval, care permite trecerea
razelor de lumina de la sursa luminoasa (de reguld un bec electric) situatd sub masuta port-
obiect, la specimenul de examinat. Tot pe placa se afld si o pereche de cleme metalice (numite
uneori si cavaleri, calareti sau valeti). Clemele sunt flexibile, fixate la unul din capete cu
suruburi. Rolul lor este de a fixa specimenul pe placa. Uneori clemele pot lipsi, dar in acest caz
microscopul este dotat cu o placd mecanica.
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