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COLORACAO DO NUCLEO DA TORULOPSIS UTILIS
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RESUMO

Os Autores apresentam estudo comparative entre métodos de coloragio para
o nicleo de Torulopsis utilis, baseados nos métodos tintoriais de Giemsa, verde
de metila e fucsina basica. Pelas técnicas modificadas dos métodos de Giemsa
e Unna-Pappenheim os nicleos sfo corados em vermelho e o citoplasma em azul.:
Estes sdo os métodos indicados pelos seus resultados mais constantes e preparagdes
que se prestam mais para o estudo do niicleo em microfotografia.

INTRODUCAO

O estudo microscépico dos cogumelos tém
adquirido ultimamente, importancia muito
grande, principalmente com referéncia a sua
multiplicacio.  Portanto, é do maior inte-
résse o conhecimento do seu niicleo. Para
tanto, varios métodos foram analisados, vi-
sando adaptar os processos classicos de co-
loragio, & Torulopsis wtilis.

Diferentes Autores tém dedicado maior
atenciio ao estudo do Saccharomyces cerevi-
siae, para o qual foram propostas vérias téc-
nicas de coloragio do seu niicleo. Algumas
técnicas foram baseadas em variagbes do
Giemsa ®, (GaNesan ®, GCanesan & Swami-
NaTHAN 7, Rosivow & Magax ™, LiNbg-
GREEN ') ; outras nos traballios originais de
BracHet ®, usando verde de metila-pironina
(UnnNa-PappEnEEIM *2, KUrnick 1%, Forp ) ;
outras na reagdo de FEULGEN, com emprégo
do realivo de ScHiFr, DELAMATER * e Go-

MORI ® e algumas pela fucsina bésica (Linp-
GREEN ', BEAUVERIE ', BiancHI?).

Em nossos estudos procuramos adaptar
ésses tipos gerais de coloragdo a Torulopsis
utilis,

MBETODO
1)  Ciemsa (Modificado)

Iiste mélodo de coloracio é o mais indi-
cado, porquanto di resultados constantes e
uniformes e, preparacbes suficientemente ni-
tidas para serem fotografadas com objetiva
de imersio.

A seqiiéncia désse método é a seguinte:

1) Se a cultura {6r em caldo, centrifuga-
se e colhe-se o sedimento com pipeta de Pas-
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teur, com a qual prepara-se o esfregaco. Se
em placa, o esfregaco é feilo diretamente.

2) O esfregaco & séco em- estufa a 50°C
por 30 minutos.

3) Fixase pela formalina neutra (a 10%)
durante 30 minutos. ’ '

. 4) Poe-se em cuba com dgua de torneira,
durante 5 minutos, trocando-se por 3 vézes
a agua.

5) PGe-se em cuba com agua destilada
por 5 minutos, lrocandode” por 3 vézes a
agua. ‘

6) Lavagem rapida com HCl 5 N, a
temperatura ambiente.

7) Hidrélise em temperatura ambiente
com HCl 5 N, durante 20 minutos.

8) Pée-se em dgua de torneira por 5 mi-
nutos, com 3 mudancas de agua.

9) P&e-se em agua destilada por 5 minu-
tos, com 3 mudangas de agua.

10) P&e-se em solugdo tamponada fosfa-
tada a pH 7,0 por 5 minutos. '

11) Cora-se pelo Giemsa (Diluido 0,1 ml
em 4 ml de solugcdo tamponada fosfatada a
pH 7,0), durante 30 minutos.

12) Escorre-se o excesso de corante e pas-
sa-se rdpidamente na mistura &lcool-éter 1:1.

13) Desidrata-se rapidamente pelo &lcool
absoluto.

14) Clarea-se em 3 cubas consecutivas de
Toluol.

15) Monta-se em Balsamo do Canada.

Quando se deseja apenas estudar o ni-
cleo, sem determinagdo nitida do citoplasma
pode-se tratar pela soda (NaOH N/1) du-
rante uma hora; em temperatura ambiente,
logo depois de fixada a lamina (entre os
tempos 4 e 5). Lsse tratamento elimina
toda proteina citoplasmatica, tornando o ni-
cleo mais evidente. Com a mesma finalidade
pode-se também empregar a pepsina ou pa-
paina, com resultado pouco inferior.

Resultado: O nicleo cora-se em vermelho
e o citoplasma em azul.

2) Verde de Metila — Pironina

<-~Varios Autores recomendam os métodos
de . coloragdo baseados no verde de metila
para corar o DNA e a pironina para corar

o RNA. e o DNA.

“Os métodos mais empregados foram os
basecados nos estudos de Brachet e Unna-
Pappenheim.

A constituigdo das solugbes corantes va-

‘riam um pouco na proporgdo dos diferentes

elementos, entretanto, de modo geral, pode-
se ter a seguinte constituigdo:

Verde de metila ........... 0,50 g
Pironina Y ............... 0,05 g
Alcool absoluto ............ 5 ml
Glicerina ................. 10 ml
Fenol (0,5%) qs ..ovvvnnnn 100 ml

Kurnick propds variante mais aprimora-
da em que os diferentes elementos sdo co-
rados separadamente. Cora-se com solugdo
de verde de metila (purificada com cloro-
férmio para retirar cristais de violeta) 0.2%
em solucdo tamponada de acetato pH 4.2.
Lava-se com alcool butilico e cora-se com
solugio saturada de pironina em acetona.
Teodricamente, essa seria a coloracio ideal.
Nés s6 a conseguimos, quando fixamos- o
material com solugio saturada de bicloreto
de merciirio durante 30 minutes, seguida por
lavagem em &gua corrente por 30 minutos.
Os preparados mostram o niicleo corado em
verde claro brilhante, em fundo vermelho.
Estas laminas no ddo boas microfotografias,
nem se prestam para estudo cuidadoso do
nucleo. :

Usamos modificagio do méiodo de Fotd,
com 6timos resultados, embora &stes nio te-
nham sido constantes.

O método consiste em fixacdo em biclore-
to de merctirio e lavagem em agua corrente.
Coloragdo durando 20 minutos em:

Cristal de violeta ......... 0,060 ¢
Pironina Y .............. 0,200 ¢
Alcool (95%) ......... . 20 ml
Glicerina ................ 20 ml
Fenol ..........0......... 2 ml
Agua destilada neutra gs 1100 ml

A lamina é entio descorada em -&lcool-
acido acético 1:3 ou em solugdo fraca . de
acido cloridrico. Segue-se desidratagdo ra-
pida em &lcool - absoluto, clareamento em
toluol e montagem em bélsamo do Canada.

Os niucleos sao corados do mesmo modo
que no método de Giemsa.
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30 Reagie de Feulgen vermelho elare, em fundo variando do aeul
) ao verde, conforme o contra-corante.  Nio
Hi virias téenicas propostas para a co- ey pitidez suficiente para microfologralia
loragio do nieleo pelo reativo de Schiff ou 4y estudo detalhado do nieleo.
com 2 leneoluesina, precedidas pela hidro- .
lise em acido cloridrico, Vv Fuesing Bisica

Em todas as variantes por nos experi- Virias tecnicas de coloragae foram pro-
mentadas, sempre o nieleo ficon corado em  postas empregando a fucsina basica fenica-

Fig, 1 — Ay Torvlopsis wlilie corados pelo Glemsa modificado, mostrando o ndeleo bem  coprade,

HOOO X (sem tratamento pela NaOH), B) Torslopsiv wlilis corados pelo Glemsa modificado, mostrainds

o nicles bem corado, 14.000 X (tratados pela NaQH), C) Torelopsis atills corados pelo Giemsa modifi-

cado, mostrando o nicles bem corado. 28000 X (tratados peia NaOH), DY Toralopsis wtilis corados
pelo Glemsa modificads, mostrando ¢ noeleo bem corado, G0.000 X (tratados pela NaOifl)
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da para corar o niicleo. FEstes preparados,
posteriormente, sdo descorados por solucio
de 4acido acético, nitrico ou sulfdrico na
concentracdo 1:3. Em seguida, os prepara-
dos sdo contra-corados com verde de metila
ou azul de metileno. '

Experimentamos vérias destas técnicas e
nio conseguimos preparagbes suficientemen-
te boas para microfotografias ou exame apu-
rado do ntcleo.

RESULTADOS

Os 'melhores resultados, sobretudo mais
constantes, foram obtidos ¢om a modificacao
. do método de Giemsa. Entretanto, com a
variante de Ford modificada, obtivemos pre-
paragbes suficientemente nitidas, que permi-
tiram microfotografias com grande aumento
(imers@o — 1.000x). O nicleo cora-se em
vermelho e o citoplasma, em azul, mostrando
certa diferencia¢do intranuclear.

SUMMARY

Staining methods for the nucleous of
Torulopsis utilis

The Authors present a comparative study
cf the staining methods of the nucleous in
Torulopsis wtilis by the techniques of Giem-
sa, Methyl-Green and Basic Fucsin.

The modified method of Giemsa and
Unna-Pappenheim, stains the nucleous in red
and the citoplasm in blue. These methods
give constant results and provide good folo-
micrographies.
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