Tehnica examenului microscopic al ciupercilor

Caracterele morfologice si/sau ultrastructurale ale ciupercilor pot fi studiate in preparate la
microscopul optic si/sau la microscopul electronic.

8.4.1. Microscopie optica la ciuperci

Pentru examinare la microscopul optic, ciupercile trebuie fixate pe un suport transparent, intr-un
mediu al cirui indice de refractie este cat mai apropiat de cel al sticlei. in general, in preparate se monteaza
sporii ciupercilor, impreuna cu structurile pe care se formeaza sau fragmente ori sectiuni din tesuturile
vegetale in care acestea se gasesc.

Preparatele microscopice pot fi provizorii sau permanente. Preparatele provizorii se pastreaza
numai atat cat este necesar pentru examinare rapida, iar cele permanente pot fi conservate timp indelungat
in colectii. Efectuarea preparatelor presupune parcurgerea mai multor etape: prelevarea, montarea,
colorarea, fixarea si lutarea (Constantinescu, 1974).

Prelevarea materialului

Pentru efectuarea unui preparat microscopic, de pe substrat (frunze, seminte etc.) sau din cultura,
se detageaza direct un fragment de ciuperca, folosind un ac spatulat sau un ac de insamantat. Fragmentul
detasat se pune pe o lama de sticla, intr-un lichid de montare, iar apoi, se acopera cu lamela de sticla si se
examineaza la microscop.

Montarea

Pentru efectuarea preparatelor micologice se pot folosi diferite medii de montare (solutii in care se
include materialul fungic), precum apa, lactofenolul si altele.

Apa. Daca exista suficient material, orice ciuperca trebuie examinata intr-un preparat provizoriu in
apa, deoarece niciun mediu de montare nu are un indice de refractie, atat de scazut, precum apa.

Lactofenolul. Este folosit frecvent in micologie, deoarece intr-o singurd operatie, se asigura
fixarea, clarificarea tesuturilor, colorarea (dacd se adaugd un colorant) si conservarea (Constantinescu,
1974).

Se prepara din:

Fenol cristalizat .....................ooe. 20g

Glicerind ...........ooevviiiiiiiiiiii.. 31 ml
Acid lactic .......oooeiiiiiii, 16 ml
Apadistilatd .............ooooiiii 20 ml

Primele trei componente se amesteca si se incalzesc pana se dizolva cristalele de fenol. Se filtreaza
prin hartie de filtru si se obtine astfel lactofenolul anhidru. Acesta se poate hidrata prin adaugarea apei
distilate (Constantinescu, 1974). La prepararea lactofenolului hidratat, se incélzeste fenolul cu apa pana la
dizolvare, apoi se adauga acidul lactic si glicerina. Pentru a impiedica oxidarea (innegrirea) sa, lactofenolul
se pastreaza in sticle brune (Serbanescu-Jitariu si colab., 1983).

Cloral-lactofenol. Acest lichid de montare are un indice (1,49) de refractie ridicat si clarificad mai
bine decat lactofenolul (Dade, 1960 a, citat de Constantinescu, 1974).

Se prepara din:

Cloral hidrat (cristalizat) .................. 20g
Fenol (cristalizat) .......................... 10g
Acid lactic ......ooooiiiiiiii 10 ml

Acidul lactic. Este un lichid (mediu) foarte bun de montare, dar mareste volumul materialelor
incluse (Constantinescu, 1974). La acidul lactic, se poate adauga bleu coton sau alt colorant.



Colorarea

Pentru colorarea citoplasmei si peretilor celulari la ciuperci, se folosesc diferiti coloranti.

Bleu coton (Albastru de anilini, Cotton blue) in lactofenol. Se foloseste pentru colorarea
citoplasmei celulelor fungice. Se prepara din 1,0 g bleu coton pulbere la 200 ml apa distilata, se incélzeste,
se agita pana la dizolvarea completa a colorantului si apoi se filtreaza. Se amesteca (per volum) o parte din
solutia obtinuta cu 4 parti lactofenol anhidru. Astfel, se obtine o solutie cu o concentratie de 0,1%.

Colorarea se poate face prin introducerea materialului prelevat in solutie concentrata (0,1%),
incalzire si apoi transferare in lactofenol pur sau prin montarea directd in solutie diluata. Solutia diluata se
obtine din o parte bleu coton 1% 1n lactofenol si 2 parti lactofenol hidratat.

Bleu coton in acid lactic. Se obtine prin dizolvare, la temperatura camerei, a 0,05 g bleu coton
pulbere in 30,0 ml acid lactic. Dupa 24 ore, solutia se filtreaza. Este un colorant la fel de bun ca bleu coton
in lactofenol (Constantinescu, 1974).

Bleu coton in acid acetic. Colorantul se prepara din apa distilata (100 ml), bleu coton (0,5 g) si
acid acetic (3 ml). Este indicat pentru colorarea culturilor fungice pe lame sau a sectiunilor prin tesuturi
vegetale care contin ciuperci.

Cultura se deshidrateazi la 37°C, se fixeaza cu o piciturd de alcool etilic 95% care se lasa si se
evapore. Se coloreaza cultura cateva minute cu o picaturd de colorant, se spald in apa, se deshidrateaza cu
alcool etilic §i se monteaza n balsam (Constantinescu, 1974).

Albastru de tripan (Trypan blue). Coloreaza citoplasma in albastru-indigo si se foloseste in
concentratie de 0,1-0,5% in acid acetic. De asemenea, se poate folosi in concentratie de 0,2% in lactofenol.
Incilzirea preparatului grabeste colorarea, care se continua, apoi, in timp.

Fucsini acida. Este un colorant citoplasmatic care se prepara din 0,1 g fucsind acida in 100 ml
lactofenol.

Lacto-fucsina. Este un colorant superior bleu cotonului in lactofenol, deoarece colorarea este mai
rapida, iar celulele se vad mai bine si pot fi fotografiate cu usurinta. Acest colorant citoplasmatic se prepara
din 0,1 g fucsina acida care se dizolva in 100 ml acid lactic anhidru.

Montarea si lutarea preparatelor microscopice

Montarea si colorarea materialului fungic prelevat se fac concomitent pe aceeasi lama de sticla,
folosind lichide de montare care contin colorant (fucsind acida, lactofucsind, bleu coton in lactofenol etc.).
Daci lichidul de montare nu contine colorant, atunci, colorarea se face inainte de montare.

Lamele de sticla si lamelele folosite pentru efectuarea preparatelor microscopice trebuie spilate cu
detergent, cldtite cu apa de robinet, apa distilatd si apoi uscate. Dupa curidtire, lamele si lamelele se
pistreaza in alcool etilic 70% sau in vase de sticla acoperite, pentru a fi ferite de praf. In cazul pastrarii in
alcool etilic, lamele si lamelele se scot din lichid si se sterg cu o panza moale, curata, Tnainte de utilizare.

Montarea materialului

Pe 0 lama microscopica curatd se pune la mijloc sau la 1/3 fatd de unul din capete o picaturd din
lichidul de montare (fucsina acida, lactofucsind, bleu coton in lactofenol etc.). Materialul fungic — miceliu,
spori etc. — prelevat se pune apoi in lichidul de montare de pe lama, cu ajutorul unui ac de insdméantat. Dupa
aceea, se aseazd lamela cu o laturd pe suprafata lamei, la o distantd mica fata de picatura de lichid. Cu
ajutorul unui ac, se coboara lent lamela peste picatura din lichidul de montare. Daca lichidul de montare
este foarte fluid, lamela se tine paralel cu lama, la o distantd foarte mica §i se aseaza apoi. Astfel pregitit,
preparatul microscopic se poate examina la microscop. Dacéd dorim sa realizam preparat durabil, acesta se
incélzeste pana la evaporarea completa a urmelor de lichid.

Etansarea sau lutarea preparatelor

Etangarea preparatelor in medii lichide este necesard, pentru a evita evaporarea lichidului de
montare si pentru obtinerea unor preparate durabile. Preparatele microscopice montate in medii (balsam de
Canada, guma arabica, glicerina gelatinata etc.) care se solidificd, nu se etangeaza.

Pentru lutarea preparatelor, se folosesc diferite materiale, precum lacul pentru unghii, ragini
naturale, ragini sintetice etc. (Constantinescu, 1974).



8.4.2. Microscopie electronica la ciuperci

Caracteristicile morfologice ale ciupercilor pot fi evidentiate in preparate, la microscopul
electronic scanning, iar cele ultrastructurale, la microscopul electronic cu transmisie, conform datelor din
literatura (Vanky, 1994; Hayat, 2000).

Pentru evidentierea caracteristicilor ultrastructurale la microscopul electronic cu transmisie, se
parcurg urmatoarele etape, necesare realizérii unei probe: recoltarea materialului micologic; prefixarea cu
solutie de glutaraldehida (2,7%) in tampon fosfat; spalari succesive cu tampon fosfat 0,15 M (dupa a patra
spalare se lasd peste noapte, la frigider); postfixarea in solutie de OsO4 2 % 1n tampon fosfat 0,15 M;
deshidratarea in solutii de acetond de concentratii crescatoare (50%-100%); infiltrarea si includerea in
ragind poliestericd; efectuarea sectiunilor la ultramicrotom si contrastarea cu acetat de uranil si citrat de
plumb; examinarea sectiunilor la microscop, analiza imaginilor si interpretarea rezultatelor.

Pentru evidentierea aspectelor morfologice ale ciupercilor, la microscopul electronic scanning,
trebuie parcurse urmatoarele etape: recoltarea directd a probelor; centrifugarea materialului, daca este
necesar; acoperirea materialului, prin stropire, cu Au sau Ag, in vid; examinarea probei la microscop,
analiza si interpretarea rezultatelor.
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