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I. PROLOGO
V. OBSERVACION DE MITOSIS Y CROMOSOMAS.

(T.E. TORRES CEPEDA Y A. LEDEZMA M.)

«os . 39 Este manual fué preparado para un curso a nivel

de postgrado. Tiene como fin acercar a los estu-

1, INTRODUCCION. o . . . . diantes a los modernos métodos de anadlisis es——-

et NEH e u g tructurales de material biolégico. La mayor par

2. BREVE DESCRIPCION DE LA MITOSIS. . . < 59 te del texto se dedica a la preparacion de los -

3. PREPARACION DE RAICES PARA OBSERVACION tejidos vegetales para observacién en el micros—

copio electronico. Se explica el procesamiento

DE MITOSIS Y CROMOSOMAS. . . . . . o .« b4 de las muestras necesario para microscopia elec-

VI BIBLEOGRAFIA: .7, oos dicalllelily s\ os 70 trénica de transmisidén que incluye fijacién, des

S B hidratacidén, inclusidén y preparacioén de cortes —

ultrafinos. Otro tipo de microscopia electréni-

ca es de barrido que sirve en biologia general--
mente para observar estructuras superficiales.

En el texto se mencionan las técnicas més frecuen

tes para el tratamientos de las muestras antesde

observarlas en el microscopio electrdnico de ba-

rrido.

En el manual se incluyen también 2 técnicas impor
tantes para observaciones (citolégicas) en micros
copio O6ptico. La primera se trata de cortes se-
mifinos utilizando material procesado para obser
varlos en microscopia electrénica de transmisidn
La segunda es una técnica con mucha importan——
cia en citogenética y citotaxonomia;es la modifi
cacién del método de aplastamiento que sirve pa-
ra la observacién de mitdsis y cromosomas.

Queremos aprovechar esta oportunidad para agrade
cer a todas las personas gue nos ayudaron duran-
te la preparacidén del texto sobre todo al Direc-
tor de la Facultad de Ciencias Biolégicas, UANL

M. en C. Luis J. Galén Wong y al Jefe del Depto.
de la Divisidén de Estudios de Postgrado Dr. Gui-
llermo Compeédn Jiménez por su entusiasta apoyo.

El capitulo destinado a la microscopia electréni
ca de barrido estd fundamentado en parte en la -
revisién bibliografica y sobre todo en la expe--
riencia adquirida operando el equipo del labora-
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torio de ceramica y materiales de Vitro Tec.

Nuestros agradecimientos para los Ings, Benito Be
cerril y Sacarias Pinal y al Dr. Abraham Velasco
por su valiosa asesoria y especialmente al Liec.

Jorge Loredo Murphy, Gerente de Ceramica y Mate-

r%ales de Vitro Tec por las facilidades propor--
cionadas.

Taqpién queremos agradecer la valiosa colabora——
cidn del Sr. Pedro Rocha Ramirez por su trabajo
en las ilustraciones y a la Srita. Ma. Magdalena
Camarena Benavides por su eficiente contribucidn
en la mecanografia de este texto.

II. SIPNOSIS HISTORICA

La microscopia es la ciencia que se ocupa de la
observacidén, examen y estudio de objetos muy pe-
quefios con la ayuda del microscopio. Nace para
nosotros el 9 de Octubre de 1676, fecha en la —-
que un comerciante holandés de la localidad de -
Delft, envia la primera comunicacidn cientifica
de que se tenga memoria, donde d& a conocer a la
Royal Society de Londres, Inglaterra, sus obser-
vaciones de "animaliculos' obtenidos de agua de
charcas y de su propia boca, Anton Van Leeuwen--
hoeck fué el nombre de este holandés que conside
ramos el padre de la microscopia.

Posteriormente, con la participacidén de personas
con mayor conocimiento cientifico y tecnolégico
aparecieron aparatos mds avanzados; el alemén --—
Ernst Abbe, que trabajaba a la sazdén asociado —-
con Carl Zeiss demostrd matematicamente que el -
perfeccionamiento del microscopio 6ptico (Fético
o de luz) no podria continuar en forma indefini-
da y que el poder maximo de resolucidén suscepti-
ble de alcanzar era aproximadamente de la mitad
de la longitud de onda de la luz empleada

(5,000 K). Este valor corresponde aproximadamen
te a los 250 'nm (0.25 um) por lo que una obser
vacién en uno de estos aparatos el ojo humano di
ficilmente recibe informaciones mayores a los —-
1,500 aumentos, independientemente de la calidad
del instrumento.

Con el descubrimiento del electrdn a finales del
siglo XIX, por el inglés J.J. Thomson, se abrid
un capitulo importante en_ la historia de la mi--
croscopia. Este cientifico demostré que los ra-
yos emitidos por el catodo de electrodos estan -
formados de particulas cargadas negativamente.
Estas particulas sirvieron a Louis de Broglie pa
ra presentar su tesis doctoral en 1924, demos——-
trando que en la materia los electrones, al igual
que los fotones en la luz, presentan propiedades
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de onda y de particula.

Dos.angs mas tarde, en 1926, Bush mostrd que las
rad%ac1ones eléctricas podian ser enfocadas por
medio de campos magéticos con simetria axial

que estos funcionaban como lentes. En 1927 Ga:
construye la primera lente electrén =
Te en un selenocide de hierro dulce.
conocimientos en el afio de 1931
alemanes, ’

ica consisten
Con estos -

AL A, dos cientificos

: . 2 y M. Knoll lograron construir

e% primer microscepio electrénico, muy rudimenta

r;o, pues.su_poger de resolucién era menor al &;l
mlcro§cop10 optico de aquella época. En 1934, —-
E. Briest y H.0. Muller modifican el m ;
dg‘Ruska ¥y logran sobrepasar el poder

c¢ion del microscopio foténico.

icroscopio
de resolu--

Microscopio Electrénico de Transmisién

Era tan limitada la amplificacién y tan pob
poder ‘de resolucidn de los Ay
e}?ctrénicos, que poca o nula importancia se les
did en el campo de la investigacién. Fué Krauze
en lQ??,quien aplicé las técnicas basicas de ré:
paracion de diferentes materiales que fueron got'
vo de %as primeras observaciones al microscopio %
electr9n??o. Este microscopio ha sido Ilamado ‘de
transmisién, 'ya que el haz de electrones atravie-
za una fina membrana o preparacién para proyectar
la imagen sobre una pantalla fluorescente coloca-
da al final de la trayectoria de este flujo de —-
electrones que requijere de un espacio con vacio pa

ra desplazarse a través del sistema de lentes ———
electromagnéticos.

primeros microscopios

La emisioén del haz tiene Su origen en un filame-
to de tungsteno en forma de horquilla que se en——-
Tgentra rodeado por una pantalla cilindricé O ci-
t;ndr‘o de Whenelt qug esta polarizada negativamen
€ con respecto al filamento. Como consecuencia
de esta polarizacién negativa, el campo alrededor

de la apertura circular actia como una lentq elec
trostatica que produce una imagen de pequefio dia-
metro en un punto situado debajo de la pantalla -
cilindrica antes mencionada. A esta imagen se le
conoce como entrecruzamiento.

El filamente de tungsteno o catodo, generalmente
posee una tensién de 50,000 a 60,000 voltios. Gra
cias al alto voltaje y al vacio en que se condu--
cen los electrones emitidos la longitud de onda -
del rayo electrénico es tan corta como 0.05 nm, -
permitiendo un poder de resolucidén cercano a 1.0

nm. El cafién electrdnico es el sistema 6ptico, -
consta generalmente de una lente condensadora, —-—
una lente del objetivo, una lente intermedia y —-
una lente proyectiva.

Cada una de las lentes, menos la proyectiva, po--
see un diafragma que en la primera instancia sir-
ve para evitar la dispersidn de los haces lumino-
sos cuando se desplaza en el vacio. Siendo nece-
sario para este propdésito que exista un perfecto

centrado del sistema 6ptico que garantice que el-

haz de electrones lo atraviese en sentido axial.
Asi mismo este dispositivo sirve para ajustar la
luminosidad que se requiere para sumnistrar deter
minada carga a los especimenes estudiados. La lu
minosidad depende directamente del didmetro del -
diafragma y la localizacién de éste dentro de la
columna. Las observaciones se realizan sobre la
pantalla fluorescente colocada en la parte infe--
rior de la columna, la cual se encuentra recubier
ta con un material que nos permite la visién del
objeto a analizar tal como si fuera una sombra re
flejada sobre una superficie. Inmediatamente aba
jo de esta pantalla se encuentra una placa foto—-
grafica donde se registra la imagen para su poste
rior revelado, impresidn e }nterpretacién. En la
pridctica la obtencidén de exelentes fotografias es
de gran valor para el investigador, La calidad de
estas fotografias dependera del estado que guarda




il sistema 6ptico formador de la imagen
uraleza de la muestra y del cuidado cog

de la na
que se -

A la fecha,

m&ltiples vari P
mientos desa y variados son los procedi-

e ;roléados por los cientificos para ha
a observacidén de m i iold .
: _ aterial biolégic
:1 microscopio electrénico de transmisién Aet
e r‘ - s - : - -
dospvzzzzzionan imagenes bidimensionales de teji-
€s o animales medi S
ante la técni
cortes ultrafino i g
S, © bien de vir b i
¥ i S ( us, bacterias o -
208, aplicando la técni
Ler ecnica del somb
metalico o la tincié i wina
ncion negativa, lo
pe : 5 grando de esta
nera aumentar la calidad de la visidén gracias a

Asi -

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

Zzgisnzi el ?myleo de cortes ultrafinos el micros
: ectr9n1co de transmisidén ha proporcionado
? los.lnvestlgadores una imagen bidimensional del
1nter19r dg’las células, tejidos y Organos Co:—
izcigii:?01zn de técnicas como la replicacién, el
lento metdlico y’/o la tincié i
es posible observar objztos det22§;§3e2257213$iu:
men con lé’consiguiente pérdida de amplificacién-
y r§§01u01on, agregandole los riesgos de contami-
:azlon Pa?a e} sistema 6ptico.' En la actualidad
ezpizol;:itzglones'hgn quedad? resueltas con el :
o acroscoplo electrdénico de barrido (ME
=E pesa? ?e Su corta existencia ha de-
ado sus beneficios gracias a su capacidad de

resolucién y a la profundidad de feco

: ue pr -
ciona al observador. " N -

Log aspectos tedricos del MEB datan de 1930 y los
primeros prototipos aparecieron en 1940 a 1950;

sin embargo, €l primer MEB se ofrecié a la venta -
en 1965. Los primeros aparatos carecian de pro—-
fundidad de foco, el microscopio de luz y un po--
der de resolucidén cercano a los 25 nm. Afortuna-
damente en los Gltimos 20 afios el avance tecnolo—-
gico ha permitido que la resolucién de un MEB al-
cance rangos de 5-7 nm y las amplificaciones reba
sen los 100,000 aumentos, ademas, la emisidén de -
otras radiaciones, como los rayos X, permiten exten
der su empleo para reconocer la composicidn ele--
mental de una muestra y la distribucidén de los --
elementos dentro de la misma.

En primera instancia el MEB funciona como un cir-
cuito cerrado de televisién, donde un rayo elec--
trénico generado por un filamento de tungsteno si
tuado en la parte superior de la columna es exci-
tado al momento de la observacién por una corrien
te de alto voltaje. La columna se mantiene bajo

un vacio aproximado de 10 ~ Torr permitiendo que

el haz de electrones se desplace libremente a tra
vés de una serie de lentes electromagnéticos, redu
ciendo progresivamente el didmetro del haz inci--
dente hasta un didmetro de 5.0 nm o menos. Este

haz de electrones impacta sobre la superficie de

la muestra con un patrén de rastreo en lineas pa-
ralelas intimamente espaciadas causando una exci-
tacién de electrones secundarios sobre la muestra
El nimero de electrones secundarios emitidos de-—
pende de la topografia de la superficie de la ——
muestra, de su composicidn y de los cuidados ob--
servados durante el procesamiento. Generalmente,
para muestras bioldgicas es obligado aplicar un -
recubrimiento metélico, sobre todo a aquellos espe
cimenes que no son buenos conductores & emiten po——
cos electrones secundarios. Estos electrones se-
cundarios pasan al colector que los acelera y ha-
ce que choquen con el escintilador. Aqui se pro
ducen fotones que entran y atraviezan un multipli
cador lo cual sirve para producir gran namero de

electrones adicionales. Del fotomultiplicador pa




COMPARACION DEL MICROSCOPIO FOTICO (MF), MICROSCOPIO ELECTRONICO DE TRANSMISION (MET)
Y MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO (MEB)

ELEMENTOS

3‘“-.

M.E.T.

M.E.B.

TILUMINACION

MEDIO DE DESPLAZA
MIENTO

RANGO DE AMPLIFI-
CACION

LENTES
RESOLUCION

ENFOQUE

IMAGENES
OBTENIDAS

MONITOR

RAYOS DE LUZ VISIBLE
= 390-780 nm

ATMOSFERA

DE 10x a 2,000x

OPTICOS

REGION VISIBLE 250 nm -
REGION ULTRAVIOLETA
10-390 nm
MECANICO

RELFEJADAS Y TRANSMI-
TIDAS

OBSERVACION DIRECTA

RAYO ELECTRONICO
= 0.005 nm

VACIO

DE 200x a 200,000x

ELECTROMAGNETICOS
0.2 a 1.0 nm

ELECTRICO
TRANSMITIDAS

PANTALLA FLUORESCENTE

RAYO ELECTRONICO
= 0.008 nm

VACIO

DE 20x a 100,000x

ELECTROMAGNETICOS
5 a 10 nm

ELECTRICO

ELECTROSECUNDARIAS
ELECTRODISPERSADAS

TUBO DE RAYOS CATO|
DICOS (TRC)

5 )
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III. Preparacién de Muestras Vegetales para observa.

cién e i i 0
n el Microscopio Electrénico de Transmisidn

Norm i

tale:lz;nt? previo al estudio de tejidos de vege
mleroscopio electréni :
3 onico se reali

1 ; ; iza una -

Ci:::vicion al microscopio déptico. Una vez cono

pOSibilgs estructuras a este nivel y agotadas las

idades de andlisis se inicia un nuevo mun-

do para el investi \ ;
nica; gador: La Micrescopia Electrs-

S
l p
\]
p

rial biolégico: L
: Las suspensio Znl
los cortes. 2 nes, las réplicas y

A.- Las i i
br;a§3::slafs fueron utilizadas en botédnica so
0 al inicio de mi i a
‘ croscopia electréni
Y sirve para obser e
var formas y est
s ructuras
erfi b
ges ciales de algunos organismos unicelula-—
°E z otras estructuras pPequerias como  granu
s e . - =
P | po}en.’ Estos procedimientos tienen su
rigs an?la aun para la observacién de bacte—
- licy Virus. Su preparacién es simple, se -
dz : a una gota de suspensidn a 1la membrana -
micropoTte que se encuentra sobre la rejilla
oscopica, se deja
: secar y después d
a op B e la -
plicacién de 1la pelicula de carbdén en un ——

equipo especial, 1 .
servar, » los preparados se pueden ob-

Gracias al advenimiento del MEB, este tipo de
preparaciones no tiene hoy su papel de antano
para los estudios de estructuras vegetales.

Las réplicas se utilizaron mucho para obser—-—
var estructuras superficiales de muestras im-
penetrables para los electrones. Las répli--
cas con peliculas finas se hicieron por apli-
cacién de soluciones de materiales plésticos
(sobre todo Formvar) a la superficie de las -
muestras. Para la observacién se utilizan ——
después sbélamente estas peliculas y la mues——
tra se quita en muestras bioldgicas. Este mé
todo de preparacién fué eliminado con la in--
troduccidén del microscopio electrdnico de barri-
do. Las réplicas se hacen todavia de las mues—-
tras después de la aplicacién del método espe--—-—
cial crio-grabado o crio-fractura (freeze-etching,

freeze-fracturing).

C .- Los cortes, tienen hoy el papel principal
para estudios ultraestructurales de material ve-
getal. Los cortes deben ser bastantes finos (me
nos de 100 nm) para dejar penetrar los electro——
nes. Para hacer estos cortes tenemos que prepa-
rar el material: fijar, deshidratar e incluir.
Este procesamiento es diferente de la preparacidn
para observaciones anatémicas e histolégicas cla
sicas que se usan para microscopia 6ptica. Las
diferencias resultan de 1la necesidad de conservar
las estructuras mucho mejor © incluir muestras -
en material que facilite hacer los cortes sufi--
cientemente delgados. La ultima restriccidén pa-
ra las observaciones en el microscopio electrdni
co de transmisidén, resulta del contraste que de-
be tener el material analizado para distinguir -

estas estructuras.

Aproximadamente 45 afios nos separan de la puesta
en el mercado de los primeros microscopios elec-
trénicos de transmisién. Durante ese tiempo, nu




QN U S WN -

merosas metodologias se han probado para estudia
las estructuras celulares con el fin de form ;
una idea mds cercana a la realidad e
frecu?ncia de artefactos en una mués
C125 fl.}e uno Fie los mayores retos que enfrentaron
Ciéguggéﬁi?sgs. Gracias a }a valiosa participa

pioneros de la microscopia electrdni
cg quienes nos han legado un cimulo de conoci———
mientos es factible, mediante un procesamiento =
adecuado y cuidadoso de las muestras, tener un;_

v181on’clara y concisa de los organismos tal co-
mo estan en la naturaleza.

el evitar la
tra bioldgi-

En este manual no queremos dar un informe deta—-
llado de las miltiples metodologias empleadas en
la microscopia electrénica ya que éstas pued

ser localizadas en otras publicaciones. i -
te queremos mencionar los procesos aplica
frecuentemente en los laboratorios de mic

Solamen
dos mas
roscopia
u epara--
las células vegetales, explicar

todos los pasos 16
Y poner atencidén a i
cultades y errores. e R

e??ctronica, para estudiar mediante la pr
cion de cortes.

Todo procesamiento sigue este esquema:

Tomar muestras

Fijar

Deshidratar

Infiltrar con medio de solucién e incluir
Hacer cortes

Tefiir

Observar en microscopio
Tomar fotos e imprimir
Interpretar resultados

1. Toma de muestras

Esta etapa del trabajo no es tan facil como pare
ce. Los resultados dependen mucho de la forma -
como se toman las muestras, al principio tene——
mos que saber que la penetracidén de los fijado—-
res usados tanto como las resinas para la inclu-
sién es muy limitada con el material vegetal. -
Esto resulta de células con paredes gruesas y —-—
del contenido de material de reserva como el al-
midén que son casi impenetrables. Cada tejido -
que se usara es diferente y se necesitan varia--
ciones en el tratamiento. En la primera etapa -
del trabajo con un material desconocido podemos
escoger el procesamiento segin el tipo de tejido:
Entre mas densas sean las células y tengan pare-
des mas gruesas, el volumen de la muestra se re-
ducira; las células parenquimaticas con paredes

delgadas y alto contenido de agua, no causan tan
tos problemas para la penetracién de soluciones

como las células esclerenquimaticas, las células
meristematicas, las células llenas de citoplas—
ma .y vacuolas o como en las células de tejidos

de reserva con bajo contenido de agua.

El volumen de_las muestras debe ser aproximada--
mente de 1 mm~ . La penetracidn la podemos faci-
litar si usamos cortes de material con uno de los
lados que tenga menos de 1 mm. Si cortamos algu
nos tejidos G 6rganos, aunque pequefios, podremos
eliminar por lo menos de un lado tejidos superfi
ciales protectores de 6rganos vegetales que difi
culten la penetracién de los reactivos.

Para elegir adecuadamente las muestras al proce-
sar, debemos conocer la estructura anatdémica de

los 6rganos que vamos a estudiar y saber en que

direccién los queremos cortar, longitudinalmente
o transversalmente. Normalmente se usan navajas
nuevas lavadas con alcohol. Se debe cortar mate
rial fresco para fijar. Nunca se transporta y -
guarda el material sin previa fijacién. Tomemos




en cuenta j i
Sl mang;:lzgifrabagé a nivel ultraestructural
Jyele menival ton erronea del material se expre
STaadd it lauc uras obgervadas. El material em
Al 6pti:oobservamones anatéomicas al mi-—-
A gengralmente Nno se puede utili-
ol materia;oscoplo electrénico. Cuando se -
—directamente en ng:::;odessuthabitat o mit
Mg i . =~ Se Toman las muestr
Y lazc:gn;?mgdlatamente al fijador, anotanzz
W clones imperantes en ese lugar, —-
e X haormas de gorte. El manejo de l;s -
i e ?e con ?uldado, usando una aguja --—
Y 81n presionar las muestras.

FIG. 1.

Forma co
. mo se to
R man las muest
dlt?r la penetracién de solucione Tk
de organos cilindricos 53
€ estructuras apicales
de hojas

2. Fijacidn

La fijacién sirve para dar muerte a las células -
con un cambio minimo de las estructuras y estabi-
1iza los componentes quimicos para que no se pier
dan durante el tratamiento. Sabemos que la pene:
tracién de los fijadores a los tejidos vegetales

es muy lenta y frecuentemente las células superfi
ciales tienen una fijacién muy diferente a las cé
lulas localizadas mds al interior de la muestra.

Los fijadores usados para microscopia electrénica
de transmisién tienden a conservar las estructuras
celulares sin coagular las proteinas; ademéds, es-
tos fijadores aumentan el contraste de las estruc
turas por la adicidén de las moléculas impermeables
a los electrones. Por el contrario cuando se em-
plean los fijadores més comunes en microscopia &p
tica, como el alcohol o el dcido acético (solos o
combinados), se provocan dafios irreversibles para
los tejidos haciendo que estos queden inservibles
para estudios ultraestructurales.

Los fijadores mds empleados en microscopia elec—-
tronica son dos: E1 glutaraldehido y el tetrabxi
do de osmio, la fijacién se hace en cierto pH, os
monolaridad y temperatura. Estas condiciones jun
to con el tiempo de fijacion y concentracién del

fijador influyen mucho en los resultados. Para -
estabilizar el pH se usan varias soluciones amor-
tiguadoras, la mids comun es el fosfato. Para au-
mentar la osmolaridad de la solucidén del fijador

se usa algunas veces sacarosa. La temperatura du
rante la fijacién, varia segin el autor, al princi
pio se usaban mucho las temperaturas bajas (4°C).
Esta temperatura, sin embargo, disminuye la velo-
cidad de penetracidén de los fijadores dentro de -
los tejidos, ademés ciertas estructuras como los

microtibulos no se pueden observar después de ——
una fijacidén a temperaturas bajas. Por esta ra-




zon la mayoria de los autores recomiendan usar -
temperaturas de laboratorio
posito.

/
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FIG. 2. Utilizacién de baja presidén durante la

fijacién con una trampa de vacio y del vacio he-
cho con una jeringa.

La fijacién la hacemos en viales pequefios. Estos
son tubos de aproximadamente 1 em de didmetro y
5.cm de longitud que debemos marcar por fuera, -
Sin agregar papel con el numero de la muestra’——
d?ntro del fijador debe ser como minimo 20 veces
més.que el de las muestras. Generalmente, un mi
lilitro de fijador es suficiente para cada una -
de ellas. Para facilitar 1la penetracién del —-—-
reactivo se recomienda agitar las muestras duran
te 1§ fijacidén, usando una agitadora o un apara-
to similar. Otro proceso que se usa con éxito -
en nuestro Laboratorio es la utilizacién de baja

(20°C) para este pro

presién (vacio) hecho con una trampa de vacio. -
No es necesario el vacio durante todo el tiempo
de fijacidén, ya que parece que los cambios de —-
presién atmosférica facilitan mas la penetracidn,
El alto vacio con bomba rotataria no es recomen-—
dable porque puede destruir las estructuras celu
lares finas. Cuando deseemos disminuir la pre--
sién atmosférica de las muestras colectadas en -
el campo y facilitar la penetracidn de los fija-
dores podemos hacer el vacio con una jeringa.

2.1. Fijadores:
— Gluteraldehido

El glutaraldehido es un dialdehido y para micros
copia electrénica se necesita un reactivo limpio
y nuevo. Se obtiene comercialmente en concentra
ciones de 25%, 50% y 70%, especialmente prepara-
do para su uso en microscopia electrénica. Las
soluciones se guardan en el refrigerador a 4°C.
Para la fijacién se prepara solucién de 3% o 5%
con amortiguador. El glutaraldehido fija muy —-
bien la matriz de los organelos y el citoplasma,
conservando bien ribosomas, microtubulos, ete. -
su desventaja es un bajo contraste de las estruc
turas, sobre todo membranas, por eso se usa prin
cipalmente en combinacién con otros fijadores.
El tiempo de fijacién es de 3 hasta S horas.

— Tetradxido de osmio

Este excelente fijador para microscopia electré-
nica se consigue en forma de cristales amarillos
protegidos en tubos de vidrio o también en solu-
cién acuosa al 4%, bajo nitrdgeno contenido en -
la misma ampolleta. Para la fijacidén se emplean
soluciones al 1% o al 2%. Disolver los cristales
de tetradxido de osmio en el agua destilada tar-




da mucho tiempo recomendindose preparar la solu-
cién con un dia de anticipacién a su empleo. Pa
ra guardar esta solucidén se deben usar recipien-
tes de vidrio color ambar gque hayan sido lavados
perfectamente con mezcla crdémica (ac. sulfirico
Y ac. crémico). Las ampolletas que contienen el
tetraéxido de osmio se lavan también perfectamen
te en mezcla crémica y se enjuagan en agua desti
lada antes de romperse. Utilizando un lapiz dia
mante o una lima se rayan las paredes de la ampo
lleta y se deposita ésta en el recipiente de co-
lor ambar. Una vez dentro se rompe la ampolleta
con un agitador o se provoca el choque de la am-
pula contra las paredes del recipiente.

El tetradéxido de osmio es peligroso y téxico, ata
ca la mucosa nasal, bucal, etc. siendo obligado -
trabajar con extractor o al aire libre. Si quere
mos guardar el resto de la solucién que no utili-
zamos inmediatamente, es mejor preparar solucio—--
nes al 4% y guardar esta en tubos preferentemente
bajo solucién de 1% o 2% para uso inmediato; el
OSO4 ademds de conservar bien todas las estruc—
turas celulares aumenta el contraste de ellas y -
estabiliza los aceites. El tiempo de fijacidén reco
mendado es de 1 a 2 horas en refrigeracién o a ——
temperatura de laboratorio.

— Permanganato de Potasio (KMnO4)

Este reactivo se usé mucho al principio de la mi
croscopia electrénica. Su empleo en estos afios
es muy limitado. Se utiliza ain para la demos--
tracién de las membranas., Con KMnO no se con-—-
serva la matriz de los organelos, ni el conteni-
do del nicleo y se pierden los ribosomas. Las -
gotas de aceite cambian su estructura y forman -
artefactos y las vacuolas se modifican. Se pue-
de utilizar para la demostracidn de estructuras
membranosas de las células vegetales como el re-
ticulo endoplasmico Y el aparato de Golgi.

— Formaldehido

La fijacién con formaldehido es similar a la fi-
jacién con glutaraldehido, aungue generalmente -
no se obtienen resultados tan buenos. gl formal
dehido comercial no es lo bastante limplg para -
su uso en microscopia electrdnica, empleandose -
una solucidén acuosa alcalinizada con polvo pa-
raformaldehido a una temperatura de 60°C.

2.2 Amortiguadores

Para estabilizar el pH de las soluciones emplea-
das para preparar los fijadores en microscopia -
electrdénica se usan soluciones amortiguadoras.
El amortiguador mas frecuentemente usado’con te-
jidos vegetales es el de fosfatos, también se --
utilizan otros tipos como el amortiguador de ve-
ronalcetato y de cacodilato sdédico.

Amortiguador de fosfatos (0.2M) o
Solucién A: fosfato sdédico monobasico

(NaH_PO ,2H_0) 31.2 gr.
(NaHZPOA) 2 27.8 gr.
agua2 . 1000 ml.

Solucidén B
fosfato sédico dibasico

(Na2HP04°12H 0) —_— 71.7 gr.
(NaZHPO 7H o? 53.6 gr.
agug 4 .2 - —-—— 1000 ml.

Amortiguador de pH 7.2 o~
se prepara mezclando 28 ml. de solucidén A con 72
ml. de solucién B.




Amortiguador de veronalacetato (0.28M)
Solucién A

veronal sédico (Barbitol 2.89 gr.)

acetato sddico hidratado 1.90 gr.
acetato sédico anhidro 115 gr.,
agua destilada 100 ml

Solucidén B (0.1N HC1)

acido clorhidrico concentr
ado (36—
agua destilada : 38%)1368 mi‘
mi.

Se mezclan 2 volimenes de solucidén A con 2 volia-
mene§ de solucién B y un volumen de agua, el pH
se ajusta agregando &dcido clorhidrico 0.1N

Amortiguador de cacodilato (0.2M)

Solucidn A
cacodilato sdédico

: 42.8 .
agua destilada 1000 5;

Solucién B
HCl concentrado (36%-38%)
agua destilada
: 60 =
amortiguador de pH 7.2 SEae

Se prepara mezclando 50 ml. de solucién A con --

4.2 ml. de la solucid
e ucion B, (se afora con agua a -

2.3 Esquema de fijacién.

1.- Fijafién con glutaraldehido diluido del 3% -
al 5% en amortiguador de fosfatos de 0.1 M

PH 7.2 a temperatura de lab i
orator v
de 3 a 5 horas. PSR

gévar con el gmortiguador de fosfatos. Cam-
iar la solucién 10 veces con un tiempo de 1

hasta 2 hrs Se
3 puede queda :
dor otro dia. q r en amortigua--

3.- Se hace una postfijacién con tetradéxido de -
osmio al 2% en el mismo amortiguador de fos-
fatos con un tiempo de 1 hasta 2 hrs. a tem-
peratura de laboratorio.

4.— Lavar con el amortiguador de fosfatos. Cam-
biar la solucidén 10 veces con un tiempo de 1
hasta 2 hrs. Se puede guedar en esta solu—-
cidén hasta otro dia.

NOTA: Es muy importante eliminar los restos del
fijador porque éstos pueden formar artefac--
tos o precipitados en el tejido.

Los cambios de soluciones se pueden hacer --
bien con una jeringa y una aguja fina, para
no perder las muestras.

3. DESHIDRATACION

El agua de los tejidos vegetales se elimina y --
substituye por el reactivo empleado para disolver
las resinas empleadas en la inclusidn; excepto -
cuando empleamos resinas hidrosolubles gque son -
de uso poco comun en la mayoria de los labora
torios de microscopia electrénica. Los deshidra
tantes mas comunes son el alcohol, la acetona y
el 6xido de propileno. Igual que en microscopia
electrénica la deshidratacién se realiza aumen--
tando gradualmente la concentracidén de acetona o
alcohol y disminuyendo el contenido de agua. Es
te proceso no debe hacerse con lentitud por--
que se extraen algunos componentes celulares.

Para la inclusién de Durcupan se usa la acetona
con las siguientes concentraciones y tiempos:

1 30% 15 min.
2 50% 30 min.
3 70% 30 min.




4 90% 30 min.
5 100% 30 min.
6 100% 30 min.

Los reactivos usados para deshidratacidén son hi-
groscépicos. Consiguiéndose en el mercado con -
un contenido de agua aproximadamente del 4%. Es
ta agua causa problemas y. artefactos, elimindndo
se con, granulos de silicato o bien con sulfato —
de cobre anhidro o cloruro de calcio anhidro. —-—
Aungue estos reactivos no son tan confiables co-
mo los granulos de silicato. La deshidratacidén

la hacemos en los mismos viales usados para la -
f?jacién, asegurandonos de que estén siempre ———
bien tapados. El cambio de soluciones lo hace-—
mos con la jeringa. Debemos cambiar las solucio-
nes deshidratantes rapidamente porque se evapo--
ran secandose las muestras.

FIG. 3.
ringa.

Cambio de soluciones hecho con una je—

4. INFILTRACION CON MEDIOS DE INCLUSION

Los medios de inclusién que se utilizan en mi--—-—
croscopia electrénica de transmisién, tienen ---
ciertas caracteristicas especiales. Poseen prin
cipalmente una rapida penetracidén en los tejidos
sin cambios artificiales de las estructuras celu
lares y una dureza suficiente para hacer cortes
ultrafinos. Puesto que los medios de incluzidn
usados en microscopia éptica no se pueden utili-
zar para este tipo de trabajo, la tnica posibili
dad fué usar otros materiales que en forma moné-
mera fueran liquidos con poca viscocidad y des—-
pués de la polimerizacidn se cambiaran a una for
ma sdlida bastante dura. Los metacrilatos fue--
ron los primeros medios de este tipo. Ahora se
utilizan diferentes epdxidos como Epon, Durcupan
Araldit y el medio de Spurr. Los productores --
anexan con los medios de inclusidén el esquema de
uso y su preparacidén. Las resinas se preparan -
de varios componentes (generalmente 4) éstas se
deben mezclar bien. El1 tiempo para hacer la mez
cla de algunas resinas puede tardar varias horas
Se necesita modificar la cantidad de algunos com
ponentes de estos medios, sobre todo los que cau
san dureza o suavidad para trabajar con diferen-
tes tejidos.

El cambio de los disolventes por resinas dentro
de los tejidos y células tarda mucho tiempo, pa-
ra evitar los cambios de las estructuras y forma
cién de artefactos. se recomienda aumentar la
cantidad de la resina y disminuir la cantidad --
del disolvente lentamente.

Por su desigual penetracidén y por las diferencias
de preservaciéon de las estructuras no se reco--
mienda cambiar el tipo de medio de inclusidén du-
rante los mismos experimentos. Con material ve-




getal se obtienen muy buenos resultados usando —
el medio de Spurr por su baja viscocidad. Con -
ciertas modificaciones del proceso mencionado an
teriormente se tienen buenos resultados cuando —
se emplea Durcupan. En el laboratorio de mlcros
copia electrénica de la Facultad de Ciencias B10

légicas se utiliza con éxito la resina epoxi Med
cast.

Férmula de la mezcla de Durcupan
recomendada por los productores

Durcupan No. 1 Componente Cantidad
A/M 10 ml.
10 ml.
0.2 ml.

Durcupan No. 2 10 ml.

10 ml.
0.1-0.2 ml.
0.3-0.4 ml.

Modificacién usada para tejidos vegetales
en nuestro laboratorio.

Durcupan No. 1 Componente Cantidad
A/M 10 ml.
10 ml.

0.3 ml,

0.3 ml.

Durcupan No. 2 10 ml.
10 ml.
0.3 ml.
0.4 ml.

NOTA: La polimerizacién empieza después de la -
adicidén del acelerador (componente C), reco-
mendando trabajar con temperaturas cercanas
a los 20°C. Si no aplicamos el acelerador -

en la mezcla No. 1,el cambio de la resina ——

No. 1 por la No. 2 es bastante lento por —-

las caracteristicas de los tejidos vegetales

ya mencionadas, provocando que la polimeri-
zacién dentro de los tejidos sea insuficien-

te y se dificulte el proceso de corte. La -
resina pPurcupan se mezcla en tubos graduados

de 20 ml. a partir de los componentes A/M y

B mds la adicidén B y C con pipeta de 1 ml. =

Con 20 ml. de solucidn se incluye un méximo de -
10 muestras. Para 5 muestras se recomienda pre-
parar la solucidén en tubos de 10 ml.

4.1. ESQUEMA DE INCLUSION

Las muestras deshidratadas estén en tubos tapa--—
dos conteniendo acetona absoluta u 6xido de pro-
pileno. El disolvente se extrae con una jeringa
y se depositan las siguientes soluciones.

1 Durcupan No. 1 1 parte
acetona absoluta 3 partes 1 hora 20°C

Durcupan No. 1 2 partes
acetona absoluta 2 partes 1 hora 20°C

Durcupan No. 1 3 partes
acetona absoluta 1 parte 1 hora 20°C

Durcupan No. 1 Puro durante 20°C
toda la
noche

Durcupan No. 2 20 min.

Durcupan No. 2 Incluir en 48 hrs.
capsulas -
(polimeri-
zacibén).




Otros tipos de resinas mas frecuentemente usados
Y sus esquemas para preparar las mezclas.

Epon 812

Mezcla A: Epon 812: S ml.
DDSA 8 ml.

Mezcla B: . Epon 812: 8 ml.
NMA 7 ml.

Mezcla final para incluir :
A ———= 13 ml.
B ——== 15 ml.

DMP --- 16 gotas

Resina de Spurr

ERL 4206 10 gr.
DER 736 6 gr.
NSA 26 gr.
%&y 0.4 gr.

Resina LX 112 (WPE 149): Medcast

Mezcla A Resina 80 gr.
DDSA  105.6 gr.

Mezcla B Resina 100 gr.
NMA 88.3 gr.

Mezcla final para incluir (mezcla medio dura)

Acelerador 0.14 gr.
(DMP 30)

NOTA: Las muestras caen por sedimentacién permi
tiendo retirar la resina inclinando el tubo. Para
facilitar la penetracién y el cambio de solucio-
nes en los tejidos, mezclamos las resinas con —-—
las muestras después de cada paso. Durante la -
manipulacién se recomienda trabajar con cuidado,

tapar bien los tubos y usar guantes. Los sobran
tes de la resina usada durante la inclusidon se -
vierten en un vaso o botella. No se deben tirar

al drenaje.

Orientacidon de las muestras

Fig. 4.

a) Cépsula con una muestra de un érgano cilin-
drico grueso (raiz o tallo) preparada para
hacer cortes transversales y marcada con un
papel que tenga el nimero de la muestra.

Capsula con una muestra de érgano cilindri-
co delgado (raiz o tallo) preparada para ha
cer cortes longitudinales.

Molde con bloques.

Bloque de molde con muestra de 6rgano plano
(hoja).

Bloque de molde con muestra de Srgano cilin
drico grueso (riaz o tallo) para hacer cor-
tes longitudinales.




cidos y usados con de las casas de LKB, REICHERT
Para obtener los bloques que sirvan posteriormen y SORVALL. Casi todos los ultramicrotomos mo—-
te en la ultramicrotomia, los cortes se incluye; dernos son automaticos con regulacién de la ro-
en moldes de silicén. Cada bloque tiene una eti tacién y avance térmico del blogue contra la cu
queta’y para hacerla legible debe estar marcada chilla. La rotacién del bloque la hace el mo——
con lap%z 0 maguina. La orientacidén del corte - tor. El avance del bloque y por lo tanto el --
e§ muy importante y debe dedicarse suficiente —- grosor de los cortes se debe al calentamiento -
tiempo a este proceso. de la barra de dilatacién, regulada por el ul--
tramicrotomo, cuya parte terminal se fija al —-
bloque. Por regulacién del calor, la barra de
dilatacidén se extiende lentamente y se acerca -
el bloque contra la cuchilla. Con ultramicroto
mos modernos se puede también acercar la cuchi-

Fig. 5. Soporte para capsulas de madera o ca-—
ja de cartdn.

5. Preparacién de cortes

——CUCHILLA

5.1. Ultramicrotomos

Los cortes ultrafinos se hacen con el ultrami--—

crotomo. La falta de este equipo retrasd cier-

to tiempo el uso del microscopio electrdnico

en la mayoria d S

pues los miycfotom L 'b1°10glcas - FIG. 6. Esquema de una parte del ultramicrotémo

optica no tenian ©0s usados para microscopia --- que comprende el bloque y la cuchilla.

tes suficientemenzapzcidad para hace? los cor-- 1) rotacién de la vara con el blogue

microscopia el ¢ delgados necesarios en la - 2) acercamiento de la cuchilla contra el bloque

crotomospfa e ectronlc?. Los primeros ultrami- (manualmente) .

cia en Eugrsn contruldos por Sjostrand en Sue 3) acercamiento del bloque contra la cuchilla -
y 1.E.E, .U. Porter y Blum en 1952 y 1953 (automéatico) .

respectlva@ente. Los ultramicrotomos actuales

son nroducidos por varias firmas, los mas cono-




lla contra el bloque manualmente, y hacer los -
cortes semifinos. Todo el trabajo se observa -
en el estereoscépio con aumentos variables. E1

area de accién (cuchilla-bloque) es iluminada -
por el tubo fluorescente.

El ultramicrotomo se coloca preferentemente en -
una mesa estable construida especialmente para -
este equipo o se usan mesas de concreto. Se eli
minan de la mesa los instrumentos que pueden ser
fuente de vibraciones. Todo laboratorio de ul--
tramicrotomia debe estar limpio, aislado, sin mo
vimientos de aire y sin cambios bruscos de tempe
ratura. Para la preparacién de cortes ultrafi-—

nos se requiere cierta habilidad, experiencia y
paciencia.

5.2 Cuchillas

Existen dos tipos de cuchillas para el secciona-
miento de los cortes ultrafinos: las de vidrio

y las de diamante. Las cuchillas de vidrio se -
usan con mas frecuencia y se preparan con un equi
pPo especial que es el cortador de cuchillas ————
(Knife-maker LKB). Con este equipo se elaboran -
cuchillas de éptima calidad facil y rapidamente.
Para la elaboracién de las cuchillas se utiliza

una barra de vidrio especial de 6 mm  de grosor

y 25 mm de ancho. Esta barra se lava bien con

alcohol y agua destilada y después se corta en -
cuadros. Cortando el cuadro diagonalmente se ob
tienen los triangulos-cuchillas. Para sujetar 1la
barra se usan guantes o pinzas evitando cogerla con
las manos. El ultramicrotomo es un instrumento

delicado. Para mejor aprovechamiento de este —-
equipo se recomienda leer el instructivo. Anexo
al ultramicrotomo el productor envia un manual -
para su uso. ©Si carecemos de este aparato pode-
mos hacerlas usando un lapiz diamante y pinzas -
especiales, este trabajo es dificil, se requiere
mucha paciencia y habilidad.

PA

FIG. 7. Preparacién de las cuchillas a partir -

de una barra de vidrio. %

a) barra cortada en cuadros.

b,c) cuadros cortados en tridngulos—-cuchillas.
’

Las cuchillas se revisan en el estereoscépio: -
Con el reflejo de la luz se supervisa la ?alldad
del filo. Se eliminan las cuchillas con irregu-
laridades en el filo y se eligen las mejores pa-
ra hacer cortes ultrafinos. Las cuchillag @e me
diana calidad se utilizan para cortes semifinos.

De la calidad de las cuchillas depende mucho el

procesamiento de corte. La mayor parte de la cu
chilla corresponde generalmente a una t?rcera -
parte de la seccidén izquierda, la seccidn a la -
derecha corresponde a la seccidén de mala calidad.
Las cuchillas se guardan en cajas cerradas, la -
manipulacién se hace con cuidado sin tocar }a -
parte del filo. Las cuchillas pierden el filo -
con el tiempo, preferentemente se usan recién he

chas.
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FIG. 8. Calidad de las cuchillas.

a,b,c) cuchillas malas

d) cuchilla con buen filo

e) parte del filo de la cuchilla con mejor cali
dad. =

Los cortes ultrafinos por su grosor limitado no
se pueden hacer con una cuchilla seca, ya que -
deben flotar en 1la solapa. La superficie del -
agua debe estar al mismo nivel del filo de la -
cuchilla. Las solapas se hacen de una cinta me
talica o todavia mejor si usamos una solapa de
plastico. Estas son mejores por su forma mas -
regular y por su estabilidad. Las solapas se -
pegan al vidrio de la cuchilla usando cera den—
tal. Esta se calienta y se aplica usando una -
lanzeta o aguja inoxidable o bien se puede pe—-
gar con esmalte de ufas.

FIG. 9. Preparacion de solapas

a,b) se pega una cinta metaliea a la cuchilla -
formando la solapa.

c) 1la solapa se sella con cera o esmalte de ufias.

Con las cuchillas de diamante se pueden hacer ——
cortes mas facilmente y de mejor calidad. Por -
su alto precio generalmente s6lo se utilizan pa-
ra objetos que por su dureza no se pueden cortar
con cuchillas de vidrio. Estas cuchillas tienen
un diamante cortado fijado con un angulo 6ptimo

para los cortes, poseen una solapa de metal y su

area de corte es generalmente limitado (1-2 mm).
Por su alto costo y lo delicado de su manejo s6-
lo deben trabajar con ellas personas experimenta
das en el proceso de ultramicrotomia.

5.3 Rejillas

La observacién de cortes al microscépio electrd-
nico de transmisidén, se hace usando rejillas es-
peciales que sirven como portaobjetos, las reji-
llas mas frecuentemente usadas son de 3 mm de —-
diametro hechas de cobre. Otros materiales usa—-
dos son oro, platino, paladio y niquel y tienen-




varias formas y tamafios de agujeros. Las reji--
llas con agujeros grandes se tienen que cubrir -
con una pelicula fina que sirve como soporte pa-

ra los cortes, empleédndose carbdon o un material
plastico.

como formvar o de coledidén o parlodidén. En los -
laboratorios de microscopia electrdénica, se usan
més frecuentemente rejillas con agujeros chicos -
llamados "mesh'" 400 6 300 que no se necesitan cu-
brir con peliculas. Las caras de las rejillas --
son diferentes, una es opaca y la otra es brillan
te. Los cortes tienen mejor adherencia a la par-
te opaca antes de usar las rejillas se limpian s=
con acetona y se dejan secar.

5.4 TALLADO DE LA PIRAMIDE

Previo al seleccionamiento de las muestras al ul-
tramicrotomo. se llevan estas al proceso de talla-
do de la piramide. Para tal efecto se rebaja la

FIG. 10. )
a) rebajamiento del bloque con la navaja
b) piramide formada por el reba jamiento

parte terminal del bloque formando una piramide -
truncada con un angulo aproximado de 90°. EI blo
que se fija con el sujetador del ultramicrotomo y
se corta con una navaja dura o cuchilla de vidrio
usada. Se forma una piramide de 4 paredes iguales,
los Gltimos cortes de ésta deben ser planos y he-
chos con u @ navaja limpia. Se corta la punta y

se arregla la forma de la pirdmide para obtener -
un area donde esta la muestra en forma de cuadra-
do o preferentemento de trapecio. La parte mds -
larga de la pirémide serd la primera que tocard -
el filo de la cuchilla y la parte opuesta debe --
ser paralela a ésta. La punta se corta de nuevo,
en el microtomo, usando una cuchilla. Si es nece
sario se arregla la forma del &rea una vez mas.
Se elimina toda la resina alrededor de la muestra
conservando la forma de trapecio. Con ésto se tie
ne el bloqueo listo para hacer cortes semifinos.

S

FIG. 11. Tipo de piréamide

a) piramide con angulo muy agudo

b) piramide con angulo muy obtuso

c) forma de piramide correcta

d) Area superior de la pirdmide preparada pa-
ra hacer los cortes.




5.5 CORTES SEMIFINOS

Los cortes semifinos que se observan en el estudio
preliminar de microscopia 6ptica se hacen con el
material incluido para microscopia electrénica, -
estos cortes son mds finos que los obtenidos por-
la técnica de inclusién en parafina y usados para
estudios de anatomia y citologia clésica, pero no
son tan finos que los usados para microscopia ——-
electrdnica. El término cortes semifinos se em-
plea dado el grosor de las secciones de aproxima-
damente 1am o menos. En los inicios de la micros-
copia electrdnica no fué facil tefiir los cortes -
semifinios pues las resinas impedian la penetra--
cién de los colorantes en las estructuras incluf-
das en resinas.

Ahora existen varios procedimientos con resulta--
dos bastante buenos en material de origen animal
y vegetal. En muehos laboratorios se usa frecuen
temente la solucidn azul de toluidina en ambiente
basico, pero nosotros usamos doble tincidn:azul -
de toludina y fucsina bdsica (Lux 1981), Para es
te trabajo necesitamos: un aro de alambre delgads,
portaobjetos, soluciones colorantes, jeringa, agua
destilada y papel para absorber (papel algoddn).

Preparaciones del Aro de Alambre

Si no se obtiene el aro comercialmente se puede =
preparar con alambre inoxidable, muy delgado, o -
bien utilizar el alambre ultrafino que se usa Cco=
mo filamento en focos. Por medio de unas pinzas
finas se forma el aro de un didmetro aproximado a
los 2 mm., el alambre se pega a un palo de madera
o vidrio y se guarda después en un tubo o vial,

e

a b

Fig. 12 Preparacidén del aro de alambre

a) aro de alambre
b) el alambre unido a un palillo

¢) el aro se protege en un tubo de vidrio con
tapon.

Colorantes

1.— Azul de toluidina.- Se prepara una solucién
acuosa al 2% de azul de toluidina y se mezcla
por partes iguales con 1% de Na,CO_, en agua, —
después de filtrarse se puede usSar.,

2.- Fucsina basica.- Solucién de 0.1% hasta 1%
de fucsina bédsica én agua.

Preparacién:

.— Los cortes hechos con el ultramicrotomo con
acercamiento manual y un grosor aproximado de
1 um, se juntan en la solapa de la cuchilla.

Se coloca una gota de agua sobre un portaob-
jetos. Los cortes elegidos se captan o reco—-
gen con el aro de alambre y se depositan sobre
la gota de agua del portaobjetos.




3.~ Se ponen unas gotas de colorante No. 1 a la
gota de agua anterior y se calientan en una —-
termoplaca aproximadamente a 60°C durante 3 mi
nutos. -

4.~ Los cortes son transportados por medio del -
aro del alambre a otra gota de agua destilada.

5.- 8e vuelve a hacer tincidn pero con el colo--
rante No. 2, siguiendo el mismo tratamiento --
que estd el el punto 3.

Fig. 13 Cortes semifinos.

a) los cortes son colectados con el aro

b) 1los cortes se depositan sobre una gota de
agua en el portaobjetos.

¢) se agregan unas gotas de colorante

d) el colorante se absorbe con papel filtro

6.~ Se transportan los cortes a otra gota de —-—-
agua destilada, el agua es absorbida con papel
algodén y los cortes se dejan secar. La in--
tensidad de coloracién se puede regular por la
concentracién del colorante, el tiempo de tin-
cidén y la temperatura aplicada, Los cortes --
preparados en esta forma se pueden observar di
rectamente, montar con resina y owbrirse con
un cubreobjetos.
Con los cortes semifinos ademids de estudiar las -
estructuras biolégicas se elige el Area adecuada
para realigzar el corte fino y detectar posibles -
defectos de procesamiento. Los defectos mas comu
nes son las burbujas de aire dentro de los teji--
dos, partesdel tejido o células con deficiente -
penetracién de los fijadores, o las resinas o ma-
la polimerizacién. De vez en cuando se observan
tejidos dafiados por la preparacidg (células ro
tas). Los mejores cortes sirvan para observacién
en microscépio éptico y fotodocumentacidén. Los -
cortes semifinos por su grosor limitado y la con-
servacidn excelente de las estructuras son muy —-
buenos para las observaciones citolégicas.

5.6 Cortes Finos

Para la observacién en el microscépio electrdnico
de transmisidn se usan solamente cortes de 100 nm
o menos. Orientédndose por los colores interfe--
rentes se puede saber el grosor de los cortes. -
Se pueden usar cortes de color gris, plata u oro.

- gris 60 nm o menos
- plata 60-90 nm
- oro 90-150 nm

Los cortes color rojo, azul y verde no son pene-—-—
trables por los electrones. Cuanto mas pequefia -
sea el drea de corte mejores seran los resulta—-—-
dos.




Obtencidén de los Cortes Finos

&, Emﬁezamos acercando la cuchilla contra el blo-

que, al principio con el tornillo macrométrico
microtomo. La cuchilla de vidrio se acomoda - después con el micrométrico. Finalmente empe—

con un angulo de filo a 3°. zamos a hacer el movimiento del bloque.

Se fija bien la cuchilla en el sujetador del --

Se fija el bloque en el sujetador orientando el El acercamiento es un proceso dificil en la obten
canto del &rea cortada para que sea paralela - cién de cortes. El primer corte debe ser bastan-
con el filé de la cuchilla. te delgado para que no dafie el filo de la cuchi-—-

1lla.
hilla se pone agua bides

i?l;ZaSZi:pﬁndiiiirzu;ilipore ypse observa el 6. Para hacer los cortes se ajusta el selector —-
de la luz con el esteroscépio. del ultramlcroFomo al grosor que se quieran es

reflejo tos y la velocidad de circulacién del blogue.
La parte buena del filo de la cuchilla se ubi- Para modificar el grosor y la velocidad se si-
1 te al a&rea a seccionar. gue'el pr?cso c?ntinuamente ep el esteromicros

ca fren copio. Si se tiene un ultramicrotomo con una
rotacién de blogue manual se trabaja lentamen-
te, la velocidad del movimento del blogque du--
rante el seccionamiento es aproximadamente - -

5 mm’seg.

Continuamente se sigue el reflejo de la luz —-
sobre la superficie del agua. Esto se consi-—-
gue afiadiendo o quitando agua a la solapa. Al
movimiento del corte se modifica la velocidad;
generalmente se requiere menor velocidad para

los cortes duros que para los blogues blandos.
El filo de la cuchilla de vidrio se pierde ra-
pidamente dando como resultado cortes malos, -
por lo tanto ne se recomienda hacer mias de 20

a 30 secciones en la misma Area de la cuchilla.
Cuando se cambia el lugar de corte se tiene —-
- que empezar con el acercamiento de nuevo (Pun-
Fig. 14 Cortes finos. to 5). Si ya se tienen bastantes cortes bue——

nos acumulados en la solapa se interrumpe el tra-
bajo.

a) posicién del blogue contra el filo de la -
cuchilla .

b) arreglo del angulo de la cuchilla

c) formacidén de una tira de cortes sobre el -

7. Los cortes, preferiblemente una tira de cor—-—
agua de la solapa.

tes, se separan del filo de la cuhilla con -
movimientos cuidadosos de un pelo o pestafia -




pegado a un palo, moviendo los cortes sin to-
carlos, solamente la accién del pelo en el --
agua, Juntarlos en el centro de la solapa.

Cuando se tienen cortes con ondulaciones se -
pueden extender con la aplicacidén de vapores
del cloroformo. Este proceso no se necesita
ni se recomienda siempre, pero algunas veces
nos puede ayudar. Los vapores se aplican por

acercamiento de un aplicador cubierto con
un pedazo de piel de ciervo, empapada con clo
roformo. Este proceso se realiza con mucho -
cuidado por que los cortes se pueden extender
demasiado y romperse.

Fig. 15 Colecta de cortes.

a)

b)
c)

los cortes se juntan en el centro de la ——
solapa, usando un pelo

los cortes se toman con una rejilla

se pone la rejilla con los cortes- sobre el
papel filtro.

Los cortes se capturan con una rejilla soste-—
nida por una pinzas. Esta

sobre los cortes.

rejilla se coloca

Teniendo cuidado de que el

acercamiento sea lento y que la rejilla esté
paralela al nivel del agua. Los cortes se —-
pueden sujetar también desde abajo, —----
después de sumergir la rejilla bajo el nivel
del agua moviendola directamente bajo los cor

tes.

Se deposita la rejilla con los cortes sobre -
un papel filtro colocado en una caja petri, -
éstos deben estar en la parte superior de la
rejilla, el papel absorve el agua secando los

cortes sin

maltratarlos.

ALGUNOS DEFECTOS DE LOS CORTES

Error Causas posibles

Rayas ver Dientes de la cuchi
ticales - 1la.
del corte

al filo -
de la cu-
chilla.

Rayas para-—
lelas del -
corte al fi
lo de la cu
chilla.

Blogues muy du-
ros.

fijacidén insufi
ciente de la cu
chilla o del —
blogue.

Cémo se puede evitar

Cambiando la pie-
za de lugar en la
cuchilla.

Disminuir la ve-
locidad.
| Fijarlos bien.




Cortes con

grosor dife

rente.

No se forma
la tira.

Vibraciones en

el laboratorio.

Cuchillas des-
filadas.

Cuchilla y blo
que insuficien
temente fija-—-
dos.

Cambio de tem-
peratura en el
laboratorio.

Bloques muy —-
blandos.

Paredes irregu
lares de la —
pirémide.

La pared de la
piradmide no es
ta paralela al
filo de la cu-
chilla.

Electricidad -
estatica.

Evitar ,fuentes -
de vibraciones.

Cambiar 1la cuchi
lla.

Fijar bién.

Estabilizar la
temperatura.

Poner los blo--
ques a 60°C du-
rante 24 hs. o

incluir de nue-
VvO.

Arreglar la pi-
réamide.

Arreglar la po-
sicidn de la pi
rémide.

Tocar el bloque
con papel fil—-
tro mojado para
evitar esta ——
electricidad.

Durante va
rios ciclos
no se hacen
cortes y ——
después se
hace un cor
te muy grue
sS0o.

Los cortes
se descom-
ponen en -
la superfi
cie del —-
agua.

Se forman

cortes s

lo de re-

sina y los
objetos in
cluidos no
son corta-
dos.

E1l angulo de la
cuchilla es in-
adecuado.

Fijacién insufi
ciente del blo-
que y de la cu-
chilla.

Bloques muy ——-
blandos.

Cuchilla desa-
filada.

Tejidos con ma
la penetracidn

Resina mal mez
clada.

Bloques muy —--
blandos.

Tejidos mal pe
netrados por -
la resina.

Objetos duros
que no se pue-
den cortar con
cuchilla de vi
drio.

Cambiar angulo.

Fijar bién.

Poner los blogues
a 60°C durante 24
hs. o reducir el

area del corte.

Cambiar la cuchi-
1la.

Incluir de nuevo.

Incluir de nuevo.

Poner los blogues
a 60°C durante 24
hs.

Incluir de nuevo.

Usar cuchilla de
diamante.




Los cortes

se deslizan
por fuera -
de la cuchi
lla, no se
quedan den-
tro del --
agua.

El grosor -
del corte -
es irregu—-—
lar (cortes
con varios
colores).

Gota de agua -
en el area cor
tada o en la —
pared recta de
la cuchilla.

Angulo de la -
cuchilla inade
cuado.

Nivel del agua
en la solapa -
muy alto.

Fijacidén insu-
ficiente de 1la
cuchilla o el
bloque.

El angulo de -
la piramide es
muy agudo.

Tejidos mal pe
netrados por -
la resina.

6. Tinciodn

Secar con papel -
algodon el bloque
y la cuchilla.

Cambiar el angulo
de la cuchilla.

Disminuir la can-
tidad de agua.

Fijar bién.

Bajar el angulo -
de la piramide.

Incluir de nuevo.

Una de las limitantes en la observacidn de las -
estructuras celulares al microscopio electrdnico
de transmision es el bajo contraste de éstas, —-
pues, aunque usémos fijadores que aumenten el ——
contraste como tetradéxido de osmio este no es su
ficiente para distinguir bien las estructuras y

nos permitan una excelente micrografia por eso se
aplican scluciones colorantes o contrastantes —-
que por interaccién con algunes estructuras per-
miten que estas tengan mas absorbancia de elec——
trones y puedan formar imagenes con diferentes —
electrodensidades. Por su similaridad con la ——
tincidén usada en la microscopia éptica se utili-
za para este proceso también el término tincién,
aunque en microscopia electrdénica se utilizan sa
les de metales pesados, sobre todo de uranilo y

plomo y en microscopia Séptica colorantes.

La tincidén se puede hacer en varias formas. Tifiendo,
la muestra completa o fragmento de tejido o mas
frecuentemente se aplican soluciones de tincién
a los cortes. En este caso tefiimos los cortes -
pegados a las rejillas, la tincién se hace con -
una gota de solucién contrastante que se coloca
sobre un soporte de cera o parafina. Arriba de
esta gota se aplica la rejilla con el lado que -
fiene los cortes en contacto con la superficie -
de la gota y la rejilla se deja flotar durante -
el proceso de tincidén. Toda la manipulacién de
las rejillas se hace con precaucién trabajando -
con pinzas finas agudas. La tincidn se hace en
un ambiente cerrado dentro de una caja de petri.

La solucidén contrastante se elimina lavando bién
con agua bidestilada filtrada. Esto es mejor --
con el flujo de lapiceta o en un vaso de precipi
tado agitando la rejilla con cuidado. Al final,
las rejillas con las secciones se dejan secar ——
uniéndolas a papel filtro dentro de una caja de

petri. Las secciones deben estar sobre la parte
superior de la rejilla sin tocar el papel. E1 -
proceso de tincidén es muy sensible a las condi--—
ciones ambientales y se trabaja siempre con solu
ciones recien preparadas o centrifugadas siguien
do el esquema con cuidado. Las fallas en la tin
cién pueden destruir todo el trabajo anterior —-—
por la formacién de precipitados en los cortes.




pore. Las gotas de la solucidén se ponen arri-
ba .de una placa de cera usada por los dentis-
tas o una placa de parafilm cerrada en una ca
ja de petri con ambiente himedo; la humedad -
se puede aumentar con papel filtro mojado con
agua destilada que se pone abajo de la placa
de cera, todavia es mejor poner la cera con -
gotas de la solucibén en una caja mas pequefia
dentro de otra caja més grande, gue tengo el
papel filtro mojado. El tiempo de tincidn es
de 20 minutos o més.

2. Citrato de Plomo.
Se prepara la solucidén de citrato de plomo -
al 0.2% en agua bidestilada. © ml. de esta
solucidén se mezclan con 1 ml. de NaOH 1N en
agua, antes de preparar las soluciones se —-
; hierve el agua para que se desprendan impure
Fig. 16 Tincién. zas gaseosas y se deja enfriar. La tincién
a) tincién en caja de petri dividida en cua-- se hace como en punto 1, solamente hay que -
tro partes: 3 con lentejas de NaOH y una - eliminar del ambiente CO_,, por eso se colo--
con gotas de la soluciédn. can en la caja de Petri, lentejas'de NaOH.
b) tincién en caja petri chica dentro de otra También se puede poner un pgpel filtro hume-
més grande con lentejas de NaOH decido con hidréxido de s?dlo. El tiempo de
c¢) tincién de la rejilla en la superficie de tincién es de 5 hasta 7 minutos.
una gota de solucidn
d) después de la tincidn las rejillas se la--
van con flujo de agua.

El citrato de plomo se puede preparar segin

el método de Reynolds (1963) de nitrato de -
plomo y citrato sédico, la solucién la prepa
ramos con:

- nitrato de plomo 1.33 gr.
- citrato sédico 1.76 gr.

Proceso de doble tincién con acetato de uranilo - agua destilada 30 ml.

itrato 3 o (W C hall " x i i
e G i e s ey Afiadimos a esta solucidén 0.8 ml. de hidrdéxi-

do sédico 1IN y completamos con agua destila-
1. Acetato de uranilo. da a 50 ml.

Para la tincidén se utiliza una sclucién de —--— 710211 1630
acetato de uranilo al 2% en agua bidestilada.
Antes de usarse se filtra con el filtro mili-




7. Observacidn

La observacién de los cortes en el microscopio

electrdénico la empezamos con aumentos bajos. Ge
neralmente las conclusiones se hacen sobre foto
grafias, por lo tanto, se toman mlcrografias de
las &reas interesantes para nuestro estudio, --
posteriormente los negativos se imprimen con --
una amplificacidén que facilite las fotografias

definitivas empleando un papel fotografico de -
alta calidad. Hay que utilizar papel fotografi
co de alto contraste (F-5 duro) pues a los nega
tivos generalmente les falta contraste. Para -
la impresidn debemos destinar el tiempo y el —--
cuidado necesario para conseguir un trabajo —-—-
excelente.

IV. METODOS DE PREPARACION DE LAS MUESTRAS EN EL

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO

A pesar del poco tiempo que tiene de utilizarse -
el microscopio electrénico de barrido (MEB) mucho
es lo que ha aportado como herramienta de investi
gacién, siendo beneficiado gracias a los progre——
sos realizados con anterioridad en la metodologia
aplicada a la microscopia éptica y a la microsco-
piéd electrdnica de transmisidn.

Sin embargo su utilizacién en biologia no es muy ge
neralizada, debido principalmente al alto costo -
del aparato, aunado a las dificultades para mane-
jar tejidos blandos hidratados. Para superar es-
te Gltime inconveniente es indispensable la adqui
sicidén de equipo adicional que permita manejar la
muestra adecuadamente y obtener una imagen Gtil,
con una estrecha relacidén con la realidad.

Maltiples son los procedimientos que nos permiten
conocer en una imagen tridimensional las estructu
ras de los seres vivos. En esta oportunidad men-
cionaremos los mds comunes en la mayoria de los -
laboratorios de investigacién.

MATERIAL FRESCO
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7. Observacidn
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FIJADORES

Igual que para microscopia electrdonica de transmi
sidén existe una gran variedad de fijadores empleé
dos en el tratamiento de las muestras destinadas
al microscopio electrdénico de barrido. Los mas -
comunes son el glutaraldehido, el tetradxido de -
osmio, una mezcla de glutaraldehido y una combina
cién de glutaraldehido-tetradéxido de osmio.

El fijador mas empleado es el glutaraldehido en -
concentraciones del 1.5% a 6% , disuelto en el —--
amortiguador de fosfato sédico 6 cacodilato de so
dio, 0.5 M a 1.0 M. (pH 7.2 a 7.4).

Es importante tomar en cuenta la naturaleza del -
especimen a estudiar pues las células individuales
como las sanguineas, protozoarios, évulos, esper-
matozoides, etc. son extremadamente sensibles a -
la osmolaridad del fijador, sufriendo deformacio-
nes cuando estidn inmersas en soluciones hipoténi-
cas o hiperténicas que se manifiestan al momento
de la observacién. . .

Para cada muestra bioldgica existe diferente tiem
po de fijacidén: Normalmente se aplican tratamien
tos de 3 - 6 horas. Periodos largos de fijacién—
en glutaraldehido eventualmente provocan endureci
miento de los tejidos que favorecen la observacidn
al MEB, encontrédndose como desventaja la posible
extraccidn de proteinas.

Beneficioso es también el empleo de la fijacién -
por tiempos prolongados, pues es garantia de la -
penetracién del reactivo en el tejido, que es nor
malmente lenta, ya que en la microscopia'electré:
nica de barrido generalmente se emplean muestras
de considerable volumen. En estos casos es menes
ter realizar dos cambios de la solucidn fijadora_
y mantener las muestras en refrigeracién.

Cuando se hacen observaciones de material fresco

al MEB, el agua contenida en los tejidos tiende a
evaporarse produciendo gases contaminantes, conge
lamiento de la muestra o bien ruptura de su super
ficie por el dafio de haz de electrones, provocan-
do una imagen final con '"ruidos" que imposibilitan
una imagen clara del objeto. Esto se manifiesta

con claridad al momento de la impresidén de la
micrografia. Cuando esto ocurre es preferible —-
trabajar con el coadensador abierto y un voltaje

de aceleracidén de 10 kilovoltios o menos:

El estudio de materiales frescos, principalmente
vegetales, es més factible en muestras recién di—-
sectadas y con buen recubrimiento, notédndose una -
deshidratacién en las estructuras a las 24 horas
del montaje. Objetos duros como conchas, rocas,
caracoles, etc. son de facil observacidén después
de un tratamiento de limpieza a base de cloralex
diluido, auxilidndose con un pincel de pelo de ca-
mello.

SECADO AL AIRE

Una de las criticas mds frecuentes para los micros
copistas estd relacionada con la observacién arte
factual. Estas criticas van orientadas principal
mente a sefialar los errores que se presentan al -
dar por real la imagen de una estructura que ha -
sufrido cambios por efecto de las condiciones am-
bientales y/o cuando no se dé un tratamiento ade-
cuado a las muestras. Esto es: ‘Deficiencias en
la fijacién, la deshidratacién, é1 recubrimiento
etc. Pueden secarse al aire después de fijadas -

y deshidratadas,presentando una excelente imagen
al MEB. Cuando se les aplica un buen recubrimien

to de oro y un bajo voltaje al momento de la obser

vacion.




Cuando se requiere hacer una doble fijacion se em
plea glutaraldehido 2 - 3%, seguido de un lavgdo
en el amortiguador donde se disolvié e% ?eactlvo
y finalmente la postfijacién con tetraox1d? de os
mio 1 6 2%. Los tiempos son variables segun el -
volumen y tipo de muestra a procesar.

DESHIDRATACION

Posterior al método apropiado de fijacién, las —--
muestras se suelen deshidratar en etapas de dis——
tintas graduaciones con alcohol o acetona por €j.

30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 85%, 95% - durante 5 a 10
minutos cada una después con etanol absoluto o --

acetona durante 20 a 30 minutos con varios cambios.

Los fragmentos grandes se deshidratan en un tu?o
de ensaye o vial y los organismos pequefios requie-
ren de centrifugacién durante el proceso para qge
no se pierdan o bien colocédndolos en un portaobje
tos.

Como mencionamos anteriormente a algunos organis-
mos soportan el secado al aire sin sufrir deforma
ciones al final de la deshidratacidén o durante la
observacién. E1l procedimiento de secado @és oung
y recomendado es el método del punto critico, uti
lizando didéxido de carbono liquido o gas freon

13. Generalmente se lleva la muestra a este apa-
rato después de alcohol absoluto o acetona. En -

algunos casos se lleva el tejido a acetato de iso

amilo antes del secado por punto critico.

SECADO DE PUNTO CRITICO

Esta técnica introducida por Anderson en —-
1951, para microscopia electrénica de bafr%do. -
aprovecha el hecho de que en su punto ?rlFlco, -
un fluido pasa imperceptiblemente de liquido a -

-

gas sin limites visibles y sin fuerzas de distor
sidn, es decir a ciertas temperatura y rangos de
presioén, un fluido se comporta como dos fases, -
discretas separados (liquido y vapor estan en —-
equilibrio). Por eliminacién de tensiones super
ficiales en punto critico se evitan los cambios

superficiales de las estructuras bioclégicas du-—-
rante la desecacidn ofreciendo finalmente el mi-

croscopio electrénico de barrido una imagen real
de las mismas.

Algunos autores mencionan procedimientos —-
simples y practicos para la técnica de deseca———
cidén. Sin embargo dado lo delicado de los espe-

cimenes es preferible emplear el equipo especial
recomendado para estos casos.

Existen varias marcas de estos aparatos.

Generalmente se emplea mas el gas carbénico -
con excelentes resultados y se prefiere por su -
facil y barata adquisicién. Los mas modernos la
boratorios poseen equipos de desecacidén a base —
de freon 13 considerédndose el gas mas adecuado -

para los especimenes mas sensibles, sean estas -
embriones, hongos, etc.

RECUBRIMIENTO DE LAS MUESTRAS

La emisién de electrones es una de las formas
basicas del MEB para proporcionar una imagen tri
dimensional de las estructuras biolégicas.

Como 1o sefialamos anteriormente un Haz de —
electrones desprendidos del filamento del tungs—-
teno chocan con el objeto a analizar excitando -
cierto nGmero de electrones secundarios de tal -
forma que origina una sefial.

Este fenomeno es posible gracias al recubri
miento que se le da a la muestra bioldgica apli-
cando una finisima capa de metal para prevenir -
6 reducir el efecto de carga eléctrica, que oca-
siona el haz de electrones sobre esa muestra.




Este recubrimiento se hace al vacio con el
recubridor de capa fina. Uno de los mayores fac
tores que. afectan la uniformidad de la capa fina
es el tipo de material usado en el recubrimiento.
Los metales mas empleados son el oro, paladio, -
carbén o las combinaciones de ellos. E1 oro es
de uso mas generalizado debido a su facil adqui-
sicién en forma pura o combinada, es facilmente
evaporado desde un filamento de tungsteno y tiene

un alto coeficiente de emisién de electrones se-
cundarios.

V. OBSERVACION DE MITOSIS Y CROMOSOMAS

I. INTRODUCCION

Los avances tecnologicos en las diversas ra
mas de la ciencia han permitido ir diferenciando
los complicados problemas biolégicos, facilitan-
do' en nuestros dias una visidén més precisa de la
complejidad de los organismos y particularmente
de Ya célula. Este es el caso de la citogenéti-
ca, la cual se ha convertido en disciplina con -
un papel muy importante en el conocimiento bio—-
légico de los recursos vegetales desde el punto
de vista taxondmico, de hibridacién de cultivos
de ingenieria genética o en la deteccidn de los
efectos de contaminacién ambiental.

La citogenética requiere del conocimiento -
de la forma, nimero y asociacién de los cromoso-
mas, importantes por ser los responsables de los
caractéres hereditarios en cada organismo, asi -
como el proceso cariocinético. Durante tal pro-
ceso son eléasticos y de consistencia gelatinosa
pudiendo ser tefiidos con facilidad por los colo-
rantes basicos eomo resultado de contener una —-
elevada proporcidén de DNA y proteinas.

Un método utilizado recientemente para ob~-
servar cromosomas es el "Squash'". Dicha técnica -
permite separar las células individualmente fa--
cilitando la observacién de los cromosomas por -
su espaciamiento en el citoplasma durante la - -
mitosis.

2. BREVE DESCRIPCION DE LA MITOSIS

La divisidon celular es obviamente la primera
etapa en el crecimiento y diferenciacién. La ——
formacién de nuevos tejidos no puede producirse
sin la divisidon celular. Durante este proceso,
se multiplicara tanto el nicleo como el citoplas
ma denominandose a este periodo de division nu--—
clear con el término de mitosis, el cual compren
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de cuatro fases que son: Profase, metafase, ana
fase y telofase y atodo el tiempo de divisién se
le denomina como ciclo mitdtico.

La division de una mitosis normal varia se-
gin las células que se consideren estudiar, por
ejemplo en los estigmas de las gramineas, el ——
proceso de mitosis se desarrolla durante tiempos
comprendidos entre 77'-110'. La profase y la —-
telofase son las de mayor duracidén, realizandose
la profase entre 35'-45' y la telofase de - - -
20'-35"', la metafase se desarrolla entre 7'-10'
y la anafase de 15'-20'. El periodo de gestacidén

de la division se conoce como interfase en la -

cual se lleva a cabo la duplicaciéon del DNA. La
duracion de ésta en células vegetales varia en—-
tre 10 y 20 horas.

Durante el proceso de la division celular -
se lleva a cabo la divisién nuclear o cariocine-
sis y la del citoplasma conocida como citocine——
—sis, en esta Gltima se producen dos nuevos conjun
tos de citoplasma. En los estadios finales de -
la divisidén celular en plantas superiores el ci-
toplasma estéd dividido por una placa celular cu-
yo crecimiento se inicia internamente y sigue —
hacia la periferia, hasta que completa la divi—-
sién de las dos células hijas.

De ordinario, la divisidn nuclear precede -
directamente a la division de citoplasma, pero -
el nicleo no se separa en dos partes por medio -
de la formacién de un surco o de una placa celu-
lar. El niicleo, para poder dividirse pasa por -
una serie de actividades y a este proceso de dif
vision nuclear indirecta es llamada mitosis, don
de se originan nicleos, que tienen complementos
genéticos idénticos.

INTERFASE

Durante este periodo el nicleo esta limita-
do por una membrana nuclear y esta lleno de una
substancia basica o matriz de aspecto mas o me—-
nos homogéneo, en la cual se encuentra uno o mas
cuerpos pequefios llamados nucledlos y materia de
cromosomas desespirilado en forma de cromatina.

PROFASE

La primera indicacién de que el nacleo se -
estéd preparando para dividirse es la aparicién -
en su substancia basica de una masa de fibras se
paradas, conocidas como cromosomas Yy su apari---
cién marca el inicio de esta fase. Cada cromoso
ma esta formado por dos estructuras espiraladas
una en otra, llamadas cromatidas:

A medida que continta la profase, en cada -
cromosoma las cromatidas se wvuelven mas cortas y

mds gruesas y se desenrollan una de otra. Al
nal de la profase los nucledlos ¥y la membrana
nuclear han desaparecido y los cromitidas han
formado bastones gruesos que por primera vez em-—
piezan a moverse activamente.

La parte activa o de movimiento, no es pro-
piedad de todo el cromosoma, sino que estad res--

tringido a una regidn particular del mismo llama
da centrémero.

METAFASE

Los centrémeros se mueven en una direccién
particular en relacién a una estructura fibrilar
llamada "huso", la cual se ha formado durante la
profase. Los cromosomas por medio de los centro
meros emigran de cualquier posicidn que puedan -
tener en la regidn del "huso" al plano ecuato-—-
rial. Cuando todos los centrémeros han llegado

al plano ecuatorial del "huso'", la mitosis se en
cuentra en su siguiente fase llamada metafase.




Hasta este punto, las cromatidas de un cro-
mosoma estan aun unidas en el centrdémero o cerca
de él aunque en sus otras partes estén libres.

ANAFASE

En esta fase se separan los centromeros y -
los dos centromeros hijos de inmediato se apar--
tan yendo cada uno de ellos hacia un polo opues-
to del huso, con el resto de la cromatida, la —-
cual ahora se conoce como cromosoma joven. Cuan
do los cromosomas han llegado a los polos, ocu——
rre el ultimo estadio conocido como telofase.

TELOFASE

Es este estadio los acontecimientos apare-—-
cen como inversos a los de la profase. Especifi

camente el huso se desintegra, se forma una nue-
va membrana nuclear alrededor de los cromosomas
y reaparecen los nucleélos. Los cromosomas se -
vuelven mas delgados y mas largos y luego se -
puede ver que consisten en dos fibras delicadas
(las cromatidas torcidas entre ellas). Finalmen
te los cromosomas pierden su identidad visible -
y el nicleo entra en la interfase o estadio in--
termitdético o metabdlico.

Ndcleo on repeso
interfase

Telofose




3. PREPARACION DE RAICES PARA OBSERVACION DE
MITOSIS Y CROMOSOMAS

Los tiempos y procesamientos que a continua
cién se dan fueron determinados para semillas de
haba Vicia faba. Para otras especies puede va—-
riar.

Obtencidén del material.

Para obtener raices de haba se escogen semi--
llas sanas, sin dafios mecanicos.y que presen
ten testa. :

Se ponen a germinar a una temperatura de 20 a
25°C. sobre un papel filtro humedecido y do-—-
blado de una de sus partes. En la cual se co
locan las semillas espaciadas una de otra, %
procurando que el meristemo ap.ical de la - -
raiz del embridén quede hacia abajo. Se enro-
l1la el papel a manera de cilindro y se coloca
en un vaso con agua destilada, suficiente pa-

ra que ésta suba y proporcione la humedad ne-
cesaria.

Las semillas se dejan germinar a 20°C. de ——
tres a cinco dias. Tiempo suficiente para ——
que emerjan las raices a las que se les cor--
tard arriba del dpice 3 milimetros aproximada-
mente, con mucho cuidado pues de aqui depende
ra el siguiente proceso. =

PRETRATAMIENTO

Si queremoes observar la forma de los cromo-
somas y su numero, aplicamos pretratamientos con
algunos reactivos especiales. Uno de los mas —-
usados es la colchicina, durante este tratamien-
to a la punta de la raiz se le agrega una solu--
cidén de colchicina al 0.1 % por dos horas, de-—-
jandose un testigo. La solucidén de colchicina -
es un pretratamiento que se aplica para que se -
contraigan los cromosomas, facilitando su conteo
y la clara observacién de su morfologia. Otro -

efecto importante es el de obtener el mayor nime
ro de células en metafase por inhibicién del mo-
vimiento de cromosomas.

FIJACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras se llevan a fijacién en alcohol
absoluto y acido acético en proporcién 3:1 por -
dos horas. Después de fijadas las raices se la-
van con agua destilada varias veces, si se de-~
sean mantener las muestras se guardan en alcohol
al 70% por tiempo indefinido.

MACERACION

Las raices se pgonen en un colador y se colo
ca encima de un vaso de precipitado conteniendo &ci
do clorhidrico al 1 normal y a una temperatura -
de 60°C. E1 tiempo de maceracidén es de 6 minu—-
tos, tiempo necesario para que ocurra la disolu-
cién de las laminas medias entre las células de
las raices. Posteriormente se lava con agua des
tilada.

El tiempo y la temperatura de maceracidén e
hidrélisis en el DNA influye principalmente en -
el proceso de tincién; si no obtenemos resulta--
dos excelentes hay que modificar el proceso de -
maceracién e hidrdlisis, dando diferentes tiem—-—
pos y/o temperatura.

TECNICA DE APLASTADO O "SQUASH"

Para este caso tomaremos la descrita por —
Murin, (1960):

1. Se sacan las raices, se depositan sobre un ——
portacobjeto previamente tratado con adhesivo.

Sobre las raices se coloca un cuadro de papel
celofadn y se oprime con fuerza moderada con —
algin objeto de paredes lisas de tal manera -
que se forme una pelicula de células. Esto -
hace que el agua excedente se elimine, quedan




do alrededor del papel la cual se extrae con
un papel secante una vez realizado lo ante——-
rior se deja secar un poco cuidando ahora que
el celofan no se enrolle sobre si mismo.

TINCION

Las preparaciones se tifien en una solucidn
saturada de fucsina basica (0.26%), por siete --
minutos.

DIFERENCIACION

Para este paso se usa alcohol al 80% por un
tiempo aproximado de dos minutos. Es importante
observar el material al microscopio para ver el
grado de coloracién de los cromosomas.

DESHIDRATACION

Se pasan las laminillas a alcohol al 90 % -
por cinco minutos, después en alcohol absoluto -
por otros cinco minutos.

PREPARACIONES PERMANENTES

Después de los alcoholes se pasan las lami-
nillas por una mezcla de alcohol y xilol y se =~
montan con resina.

Alcohol partes
Xilol parte . min.

Alcohol partes
Xilol partes A min.

Alcohol parte
Xilol partes - it A min.

Xilol puro 12 hasta
. horas.

PREPARACION DE SOLUCIONES USADAS

1. ADHESIVO.

Cantidades iguales de glicerina y albumina de —-
huevo se mezclan y filtran (con algodon). Para
conservar la mezcla se puede poner un gramo de —
salicilato de sodio o un cristal de timol.

SOLUCION PARA HIDROLISIS Y MACERACION.

2. Para la hidrélisis se utilizan acido clorhi——
drico 1 N.

Para 150 ml.
Acido clorhidrico concentrado
Agua destilada

3., SOLUCION DEL COLORANTE.
0.26 Gramos de Fucsina basica
100 ml. de agua destilada y filtrar.




VASO CON AGUA DESTILADA Y CON EL
PAPEL FILTRO ENROLLADO CONTENIEN-

DO LAS SEMILLAS PARA GERMINAR.

Papel Filtro Enrolianao
Semillas.

SEMILLAS GERMINADAS LISTAS
PARA CORTARLES EL APICE RA-
DICULAR 3mm ANTES

NG

ON =

VASO CON SOLUCION DE AGUA DESTILADA Y ACIDO CLORHIDRICO
A 60°C, CON UN COLADOR PARA HIDROLIZAR LOS APICES DE RAIZ.

;\ \ é Topon de hule

1 |

| | -
v QN X '\

PORTAOBJETOS CON EL APICE DE RAIZ PORTAOBJETOS CON APICE DE RAIZ Y PAPEL
AL QUE SE SOBREPONE EL PAPEL CELO- CELOFAN SOBRE EL QUE SE PRESIONARA -
FAN. CON EL TAPON DE HULE.
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