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O presente trabalho foi efetuado no Departamento de Fisiolo-
gia Geral e Animal e refere-se a observagdes e experiéncias com cul-
turas e processos de divisdo de Ciliados Heterotricos.

Com a intengdo de obter boas culturas de Blepharisma para es-
tudos experimentais, procurei, primeiramente tentar varios meios,
de modo a manter os animais em boas condi¢cGes. No decorrer dés-
te trabalho, foi também possivel observar aspectos interessantes da
divisdo déstes Ciliados, podendo entdo completar os estudos de SA-
WAYA (1940)

Depois de algumas tentativas, numerosos Blepharismas manti-
veram-se em condicgdes satisfatorias, para o que se utilizaram sepa-
radamente dois meios de cultura:

Meio (A):

Arroz em casca 2-3 graos
Agua filtrada de torneira 200 mi
NaCl tracos

Coloca-se a cultura em Erlenmeyer de 50 ml nos quais se faz
a semeadura dos Blepharisma.

Meio (B):
Fermento Fleischmann 49
Agua filtrada de torneira 200 ml

* Bolsista da Universidade de Sao Paulo.
** Entr.gue para publicacdo em Julho de 1963.



Divide-se a solugdo em tubos de ensaio de 30 ml, nos quais se
semeiam 0s animais.

Manteve-se o pH das solugdes entre 6,7 e 7

No meio A o desenvolvimento é mais lento, os Blepharisma apa-
recem com coloracdo vermelho-clara, tendendo a réseo, e o compri-
mento varia de 200 a 220 micra.

No meio B o desenvolvimento é rdpido. Em 2-3 dias se obtém
culturas densas, e os animais aparecem de cér vermelho vivo e com
dimensdes avantajadas, atingindo de 300 a 350 micra.

Ambas as culturas foram conservadas a 28°C. Repicagem se-
manal, em média.

Nestas condi¢Bes culturas estdo sendo mantidas ha 4 anos o que
possibilitou observacdes interessantes.

A primeira refere-se a variagdo do numero do macrondcleo,
obtendo-se exemplares com até 9 macronucleos, todos do mesmo ta-
manho dentro de cada exemplar e da mesma forma, interligados por
uma ponte nuclear (Fig. 1)

Como é sabido, um dos caracteres para a distingdo das espécies
déste Ciliado vem a ser justamente o numero de macronucleos. Sa-
waya (1940, p. 305) ao descrever a nova espécie B. sinuosum indi-
ca a presenca de 5 ou 6 porcdes de macronicleos como um dos ca-
racteres principais.

As observacdes feitas em abundante material das culturas auto-
rizam a afirmar que éste nimero devera ser modificado, indicando-se
na diagnose da espécie sinuosum 3 a 9 e ndo 5 ou 6.

Os Ciliados vivendo nos tubos de cultura, permitiram o proces-
so de divisdo dos macronucleos, conseguindo-se assim anotar outros
fendmenos ndo menos interessantes, cujo relato justifica o presente
trabalho.

O processo de divisdo binaria ndo difere, em linhas gerais, do
que ocorre em varios Ciliados, como é descrito por Calkins (1933,
pp. 217-221) para Uroleptus mobilis; Villeneuve-Brachon (1940, pp.
50-51) para Blepharisma bimicronucleata; Weisz (1951, p. 231) pa-
ra Stentor coeruleus; Stolte (1924, p. 249) para Blepharisma undu-
lans; Padmavathi (1956, pp. 382-383) para Spirostomum ambiguum,
e outros.
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A divisdo binaria déste Blepharisma, como se sabe, precede a
conjugacdo, e consiste na biparticdo igual do nicleo e do citoplas-
ma que apresentam as seguintes caracteristicas:

a) o0s 5 ou 6 macronucleos de um individuo adulto se aglu-
tinam numa sé massa compacta e volumosa ocupando o centro do
citoplasma ou suas proximidades (Fig. 2);

b) logo a seguir, hd um inicio de compressdo e alongamen-
to da massa nuclear, no sentido do comprimento do animal. Este
alongamento progride cada vez mais até que o macronicleo forme
um bastdo alongado, quando entdo comeca a aparecer um estran-
gulamento no meio de tal bastdo (Figs. 3 e 4);

c) depois comeca a aparecer no citoplasma um estrangu-
lamento (Fig. 5);

d) a divisdo da grande massa nuclear, assim como a do cito-
plasma, progride, mas a divisdo da massa macronuclear precede, de
alguns instantes, a biparticdo do citoplasma;

e) enquanto o citoplasma se divide, “reorganiza-se” névo pe-
ristoma com as duas fileiras de cilios e membrana ondulante, assim
como aparece um ndvo vaclolo contratil na parte posterior do ani-
mal (Fig. 6)

f) ap6s a separagdo dos dois individuos, cada um apresenta
um peristoma com as duas caracteristicas fileiras de cilios, uma
membrana ondulante e um vaclolo contratil; os individuos sdo me-
nores do que o que lhes deu origem; cada um déles apresenta uma
metade do grande bastdo macronuclear (Fig. 7)

g) durante a divisdo, o citoplasma torna-se homogéneo, de-
saparecem o0s vacUolos nutritivos e, provavelmente, o citéstoma se
fecha; nesta fase ndo se alimentam;

h) a seguir, dentro de cada individuo filho, o bastdo macro-
nuclear inicia um névo estrangulamento, mas ndo seguido por divi-
sdo citoplasmica. H4a, entdo, dentro de cada individuo 2 macroni-
cleos, que continuam a se subdividir até que a condicdo normal, is-
to é, com 5 ou 6 macronucleos seja restabelecida, sem que o cito-
plasma os acompanhe (Figs. 8 e 9);

i) nas culturas, numerosos sdo os exemplares com 7, 8 ou
9 macronucleos (Figs. 10-11)



De um individuo isolado numa microcuba, de 1,5 cms de dia-
metro e 1 cm de profundidade, foi possivel acompanhar o desen-
volvimento durante 15 dias, confirmando-se as observacBes acima
relatadas.

O Blepharisma dividiu-se totalmente em 7 horas. O par re-
sultante multiplicou-se obtendo-se, nesse periodo de 15 dias, 100
Blepharisma, os quais foram fixados em Schaudinn e corados com
hematoxilina de Ehrlich, com o que se pode contar os macronu-
cleos existentes em cada exemplar. Os resultados foram os seguintes:

10 Blepharisma com 3 macronucleos
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3 7 78
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Todos os Ciliados da cultura tinham a mesma coloracdo résea,,
devida a presenca da zoopurpurina, pigmento assim denominado por
Arcychovzsky (1905, p. 227) que o julga originario de bactérias sul-
furosas .

Observagdes

Depois de varias tentativas, estabeleceu-se ser o meio de cul-
tura B o melhor para se obter os Blepharisma em bom estado.

E’ de se notar que em tal meio, em tempo relativamente curto
(trés dias) se obtém quantidade satisfatdria de Ciliados.

O fato mais relevante vem a ser que nas culturas se encontram
tanto animais em biparticdo como em conjugacgdo, sendo possivel
acompanhar, com certa facilidade, o fendmeno interessante da divi-
sdo dos macrondcleos.

O numero de macronicleos (3-9) déste animal, com maior fre-
giéncia de 4-5, deve ser levado em conta como um dos caracteres
taxondmicos, como é observado também em outros Blepharisma (per-
sicinum, musculus e undulans) conforme citacdo de Kahl (1930, pp.
444 e 446) e Young (1939, p. 307)
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Nas formas cisticas, que aparecem frequentemente quando au-
menta ou diminui a temperatura 6tima (25°C) ou quando ocorre a
dessecacdo do meio, 0s animais conservam o mesmo nimero de ma-
cronucleos, como alids ocorre com Blepharisma undulans tal como ¢
assinalado e figurado por Stolte (p. 266, fig. 7)

Outro fendbmeno a chamar a atencdo vem a ser o da conju-
gagdo. Nas culturas numerosos foram os casos em que éstes Ciliados
se apresentavam nesse estado. Houve mesmo ocasido em que se en-
contraram animais em dupla e mais raramente em tripla conjugagdo
(conjugacdo multipla)

Tbddas as observacGes foram feitas a temperatura do laboratério,
em média de 20 a 25°C.

ABSTRACT

Observations on the reproduction of Blepharisma sinuosum (Sa-
waya 1950), a Heterotrichan Ciliate, are reported. Two culture media
are proposed. One (A) consists of 2-3 grains of unpealed rice, filtered
tap water and NaCl; the other (B) of baker’s yeast and filtered tap
water. Development is better in medium B. Cultures are being kept
under such conditions (media A and B) during 4 years, providing the
chance of following the variations of the number macronucleus, an
important taxonomic character, which in B. sinuosum ranges from 3
to 9. Division of the macronuclei was also studied: it does not differ
essentially from that observed in many Ciliates. A full description of
it is given. Conjugation was also taken into consideration. Obser-
vations of color variation in function of the medium are reported in
detail.
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