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ABSTRACT. MORPHOLOGICAL ASPECTS OF RUMIN CILIATE (ENTODINIOMORPHIDA,
OPHRYOSCOLECIDAE)  DEMONSTRED BY  PROTARGOL AND FEULGEN'S REATION
TECHNIQUES. The results of the protargol’s technique and Feulgen's reactions on
ciliates of the genus Entodiniton Stein, 1859 Diplodinium Schuberg. 1888, Eodinium
Kofoid & MacLennan. 1932, Ewdiplodinium Dogiel. 1927 and Ostracodinium
Dogiel. 1927 are presented. The ciliates were obtained from samples of bovine's
ruminal content.
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Desde a primeira observagao por GRUBY & DELAFOND (1843). espécies
de cihados de rimen vém sendo assinaladas e descritas nas diversas regies de
ocorréncia de seus hospedeiros, ruminantes ¢ pseudo-ruminantes domesticados ou
silvestres. Quanto as téenicas de evidenciagao de suas estruturas siao utilizadas
montagens provisorias com ciliados ndo corados (VAN HOVEN 1983), em glicerina
(KOFOID & MACLENNAN 1930; WERTHEIM 1935; Das-GuprTa 1935: CLARKE
1964) ou corados. Para evidenciar o macroniicleo ¢ comum o emprego do verde
de metila (CLARKE 1964; DEHORITY 1974: IMmAl 1988), verde de metila-
pironina-acéto-orceina-cloridrico ou reagao ao Azur A. Giirr (CHARDEZ 1983)
ou azul de metileno acidificado (DEHORITY 1974), e para evidenciagao das placas
esqueléticas solugao de Lugol ou outra contendo 1odo (KOFOID & CHRISTENSON
1934; DAs-GUPTA 1935: ZIELYK 1961: CLARKE 1964: DEHORITY 1974; VAN
HOVEN 1975, 1983: CHARDEZ 1983).

Quanto as preparagoes permanentes, foram referidas a coloragao pela
hematoxilina de Heidenhain. Mallory, Delatield oude Mayer. e ainda hematoxilina
e eosina (KOFOID & MACLENNAN 1930, 1932; WERTHEIM 1935; DAs-GUPTA
1935; ZIELYK 1961: VAN HOVEN 1975, 1983; OGIMOTO & IMAI 1981: IMAI 1988).
Preparagoes com verde de metila desidratadas em dlcool e xilol ¢ montadas em
Euparol foram feitas por CLARKE (1964). ¢ com carmin bordcico por ZIELYK
(1961).
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OGIMOTO & IMAI (1981) citaram como possiveis técnicas para preparagoes
pernanentes de ciliados de nimen, além da hematoxilina férrica de Heidenhaim, a
impregnagao pela prata, segundo Bodian, mencionando ainda a técnica de
CHATTON-LWOFF (1930) simplificada, de acordo com FRANKEL & HECKMANN
(1968).

ZIELYK (1961), além das técnicas ja citadas, fez preparagoes utilizando
nigrosina, 10% de azul opala, e técnicas de impregnagio pela prata de KLEIN
(1958) e CHATTON-LWOFF (1930) para evidenciar estriagoes longitudinais de
organismos do género Entodinium Stein, 1859. O autor assinalou ndo haver obtido
nenhum resultado positivo na coloragao ou impregnagao da infraciliatura.

O presente trabalho objetivou investigar o resultado da utilizagao de duas
técnicas de preparagdes permanentes, o protargol e a reagao de Feulgen, no estudo
de ciliados de rimen de bovinos por se tratar de técnicas cldssicas em ciliatologia,
de ampla aplicagdo e que raramente sao utilizadas para preservagao de
Entodiniomorfos.

MATERIAL E METODOS

Estudos morfolégicos de ciliados de rimen de bovinos toram realizados em
microscopia fotonica empregando-se a reagao de Feulgen (FEULGEN 1926) e
técnica de Bodian (protargol) segundo a variante de TUFFRAU (1964, 1967). O
principio desta ltima consiste na utilizagao de sais de prata, proteinato de prata,
como agente impregnante e posterior revelagdo em hidroquinona. Jd na reacgao de
Feulgen, apds uma hidrélise dcida, os componentes nucleares coram-se de ver-
melho intenso por reagdo com a fuccina do preparado de Schiff.

A triagem dos ciliados foi feita em saleira, com o auxilio de micropipetas,
a partir de amostras de contetido ruminal fixadas e conservadas em formalina a
18, 5% (v/v), sob microscopio estereoscopico com aumento entre 20 e 40x. As
amostras foram filtradas em gaze para eliminagao dos fragmentos vegetais maiores
e lavadas sucessivamente com dgua destilada para eliminagao dos residuos de
contetido ruminal e para concentragao dos ciliados.

Para a técnica do protargol, a cada gota de dgua contendo ciliados era
adicionada quantidade cinco vezes maior de Bouin Hollande como pds-fixador, o
que faciliatava a visualizagao e triagem dos ciliados. O material foi lavado em dgua
destilada até a eliminacdo dos residuos do Bouin e de vestigios de contetido ruminal.
A seguir, separavam-se os ciliados, agrupando-os segundo suas dimensoes (e.g. ,
pequenos entodiniomorfos, grandes entodiniomorfos) em diversas saleiras, para
clarificacao em dgua de Javel, com concentragao e tempo varidveis de acordo com
grupo de ciliados.

O tempo de impregnagao no proteinato de prata, a 1 %, variou de 24 horas,
para pequenos entodiniomorfos, a duas e trés horas, para os grandes entodi-
niomorfos. As impregnagdes foram realizadas a temperatura ambiente.

Para a reagao de Feulgen, os ciliados lavados, triados e concentrados por
micropipetagem foram aderidos as laminas com albumina glicerinada, preparada
segundo FOISSNER (1991), antes de se proceder a hidrélise em dcido cloridrico a
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I N (14 a 60°C) e submersao no reativo de Shift por trés horas.

As demais etapas, nao mencionadas. seguiram o preconizado pela técnica
correspondente até a montagem em bdlsamo do Canada.

As microgratias foram feitas em microscépio ZEISS-Germany com aumento
de 1000x.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apesar de rotineiramente utilizadas em ciliatologia, nao ¢ comum o
emprego do protargol ou da reagao de Feulgen para evidenciagao de estruturas de
ciliados de rimen ou para sua preservacao em colegoes de referéncia.

O registro dos resultados obtidos com o protargol e a rea¢ao de Feulgen
em cilhiados ruminais dos géneros Entodinium Stein, 1859, Diplodinium Schuberg,
1888, Eodinium Kofoid & MacLennan, 1932, Eudiplodinium Dogiel, 1927 e
Ostracodinium Dogiel, 1927 pode ser observado nas figuras 1-5.

Com o protargol, os caracteres morfoldgicos principais para a identiticagao
especitica destes cihados foram evidenciados como, por exemplo, a estrutura
externa e suas particularidades como estrias e fendas na pelicula (Fig. 1A, B).
zonas de sincilia (Figs 1-5), macro e microntcleonticleo (Fig. 1-5), vactiolo pulsatil
(Figs 2B. 3A). Outros caracteres como o opérculo — quando presente —, cito-
faringe, citoprocto e fagossomo também podem ser observados (Figs 1-5).
Registraram-se ainda, a impregnagao do macronticleo (Figs 1D, 3B) ¢ do micro-
nicleo (Fig. 1D) em divisao e de novas zonas ciliares na formagao do opisto (Fig.
3B, 4D, 5A).

Destacam-se as melhores impregnagoes nos organismos de menores dimen-
soes ¢ em geral sem placas esqueléticas, excetuando-se os do género Eudiplodinium
que apresentam pequena placa esquelética e bons resultados de impregnagao.
Todavia, para os ciliados cuja identificacao genérica € feita pelo nimero e forma
das placas esqueléticas, em geral grandes entodiniomorfos, a impregnacao argén-
tica ¢ inadequada por nao evidenciar completamente estas estruturas, apenas
vislumbrando-se sua presenga em algunas preparacoes (Fig. 5B). As melhores
evidenciacoes das placas esqueléticas sao obtidas com o emprego de solugoes a
base de 1odo (CHARDEZ 1983; VAN HOVEN 1975, 1983), apesar de serem
preparagoes provisorias.

Para os entodiniomorfos de maiores dimensoes como os dos géneros
Ostracodinium, Polyplastron Dogiel, 1927 e outros, o emprego do protargol é
restrito pela excessiva impregnacao destes organismos, observada mesmo com a
redugao do tempo de imersao no proteinato de prata. Em algumas preparacoes,
entretanto, nota-se a nitida impregnagao do macroniicleo e das zonas de sincilia,
protraidas ou nao (Fig. 5A, C), como as observadas em Ostracodinium sp. Com
os organismos de outros géneros deste grupo nao toram obtidos bons resultados.

Dentre as poucas referéncias a esta téenica para entodiniomorfos. OGIMOTO
& IMAI (1981) citam uma variante do protargol como um dos métodos para
montagem permanentes de ciliados. Os autores nao apresentaram. contudo,
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Fig. 1. Micrografias de Entodinitm spp. em Protargol (A, B, C) ¢ reagao de Feulgen (D). Zona adoral
de sincilia (zas), Zona adoral de sincilia do opisto em formagao (zaso), macrontcleo (ma) em divisao
na letra D, citofaringe (c¢f), fagossoma (f), citoprocto (cp). estrias (e). fenda superior (fs). espinho

caudal (ec). Barra= 10pum.
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Fig. 2. Micrografias de Entodinium longinucleatum. ¢em Protargol (A, B) ¢ reagao de Feulgen (C, D).
Zona adoral de sincilia (zas). macronticleo (ma), micronticleo (mi). fagossoma (f), citoprocto (cp).
vacuolo pulsatil (vp) : (C) predagao de um congénere (seta) : (D) restos de material nuclear de um

congénere parcialmente digerido (setas). Barra= 10pun.
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Fig. 3. Micrografias de Eodinium sp. em Protargol (A, B) ¢ de Eudiplodinium rostratum em protargol
(C) e reagao de Feulgen (D). Zona adoral de sincilia (zas), zona esquerda de sincilia (zes), zona adoral
de sincilia do opisto em formagao (zaso), zona esquerda de sincilia do opisto em formagao (zeso).
macrontcleo (ma), microntcleo (mi), citofaringe (cf). citoprocto (cp). vactiolo pulsatil (vp), opérculo
(0). Barra=10pum.
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C

Fig. 4. Microgralias de Diplodinium dentarum em protargol (A, C. D) ¢ reagao de Feulgen (B). Zona
adoral de sincilia (zas). zona esquerda de sincilia (zes), zona adoral de sincilia do opisto em formagao

(zaso), macrontcleo (ma). micronicleo (mi). espinhos caudais (ec). opéreulo (). Barra=10pm.

Revta bras. Zool. 11 (2): 215 - 225, 1994



222 D’AGOSTO & SANTA-ROSA

Zes

C D

Fig. S. Micrografias de Ostracodinium sp. em protargol (A, C) ¢ reagao de Feulgen (B, D). Zona
adoral de sincilia (zas), zona esquerda de sincilia (zes) protraida em A ¢ retraida em C, zona adoral
de sincilia do opisto em formagao (zaso), zona esquerda de sincilia do opisto em formagao (zeso),

macroniicleo (ma). microntcleo (mi), opéreulo (0). vestigio de placa esquelética (pe). Barra=10uun.
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resultados do seu emprego. Em estudo de organismos da tamilia Ophryoscolecidae,
especialmente de Enrodinium dubardi Buisson, 1923 de cervideo, ZIELYK (1961)
utilizou téenicas de impregnagao pela prata de KLEIN (1958) ¢ de CHATTON-
LWOFF (1930) assinalando nao ter observado a impregnagao da infraciliatura. O
autor concluiu que material fixado com formalina ¢ inadequado a esta impregnagao.
A 1impregnagao da infraciliatura de entodiniomortos com carbonato de prata com
piridina tor obtida por NOIROT-TIMOTHEE (1960) ¢ por FERNANDEZ-GALIANO
(1958), sem o emprego de piridina, em método que chamou de impregnagao rapida.
Este autor realizou estudo sobre Polyplastron multivesiculanum (Dogiel &
Fedorowa, 1925). ressaltando ter obtido bons resultados. Nos resultados obtidos
no presente trabalho. em concordancia com o ohservado por ZIELYK (1961). nao
houve a impregnagao da infraciliatura.

Nas preparagoes em que se utilizou a reagao de Feulgen (Figs 1D; 2C, D
3D; 4B; 5B, D) nota-se que o objetivo da téenica, que ¢ a evidenciagao das
estruturas nucleares. foi atingido sendo possivel a observacio do macro e do
micronticleo. Até mesmo nos grandes entodiniomortos os resultados toram bas-
tante relevantes como os demostrado em Osrracodinium sp. (Fig. 5B, D).

Credita-se a conservagao prolongada do material em tformalina a dificuldade
de se obter a completa hidrélise do citoplasma, observando-se. em muitos
organismos, uma coloragao discreta do mesmo, o que nao ¢ comum nesta téenica.
Com 0 emprego da reagao de Feulgen destacou-se ainda o hdbito de predagao de
outros ciliados, aqui registrado para Entodinium longinucleatum Dogiel, 1925 com
outro organismo do mesmo género no interior de um fagossomo (Fig. 2C) e resto
de material nuclear de ciliado ja digendo (Fig. 2D). Gragas a especificidade desta
reagao, pode-se identificar como nucleares as estruturas observadas nestes
fagossomos.

CONCLUSOES

Concluiu-se que, apesar do longo tempo decorrido entre a obtengao das
amostras ¢ o emprego das téenicas de impregnagao e de coloragao, ¢ possivel a
sua utilizagao. Ressalta-se ainda, a importancia de se preparar laminas permanentes
que sirvam de material de referéncia para o estudo destes ciliados, sobretudo
quando novas espécies sao descritas, a despeito da possibilidade de se observar
algumas de suas estruturas em prepara¢oes nao coradas ou temporarias.

As duas técnicas empregadas evidenciaram particularmente bem as seguin-
tes estruturas: nucleos (macro e microntcleo), zonas de sincilia. citofaringe,
citoprocto e fagossoma.
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