I 4
II. Preparacién de Muestras Vegetales para observa

ci i i
6n en el Microscopio Electrénico de Transmisidén

zzizzl:;n;:cggev1o.al estudio de tejidos de vege-
s bty sc9p10 ele?trénico 8e realiza una -
S ?Z;on :1 microscopio éptico. Una vez cono-
e st B :s ructuras.a'este nivel y agotadas las

ades de andlisis se inicia un nuevo mun-—

do para el investi
5 5 : ‘.
s it gador: La Microscopia Electré-

No o ici -
bstante los beneficios que ha aportado en es
OS anos la microscopi 6ni v
o8 a electréni i i
t ca tiene varias
lmitantes para observar el i
1 t F material biolé
ioldgico.
Estés tienen que ver con las caracteristicas del
€qulpo pues las muestras s i -
: 1 oportan ciert i
q rtas condi
C}o?es adv?rsas durante la observacién: ésto sig-
’
nifica resistir a la deshidratacién, el vacio y

el i j

5 1mgi$EOIQe%tflu30 de electrones sobre el teji
0. imitante es la capacidad Z

slon de los electrones en las es g
as.

tructur i

=% uras estudia

o g arse? Muy escasa se requieren tres tipos -
paraciones especiales para observar el mate

. sSus ensiones as re llcaS
] l

A.- Las i i
bréﬂf:i?51anﬁ.fgeron utilizadas en boténica so
5 5 0o al inicio de microscopia electrénica
perfivg gara observar formas Y estructuras su
Clales de algun i

O0S organismos uni *
n icelula--

3= geotr?s estructuras pequefias como granu
polen. Estos pr imi i

: ocedimientos ti
importancia aitn it S
para la observacié

; : on de bacte-

rias 16 :
aplicy Virus. Su preparacién es simple, se -

v @ una gota de suspensién a la membrana

o oporte queé se encuentra sobre la rejilla

roscopica, se dej
: Ja secar y despué

- op B pues de la -

plicacién de la pelicula de carbén en un -

p s pu n

Gracias al advenimiento del MEB, este tipo de
preparaciones no tiene hoy su papel de antafio
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 pléasticos
(sobre todo Formvar) a la superficie de las -
muestras. Para la observacién se utilizan —-
después sdélamente estas peliculas y la mues—-—
tra se quita en muestras bioldégicas. 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 aplicacidén 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 preparacin
para observaciones anatémicas e histoldgicas cla
sicas que se usan para microscopia 6ptica. Las
diferencias resultan de la necesidad de conservar
las estructuras mucho mejor o incluir muestras -
en material que facilite hacer los cortes sufi--
cientemente delgados. La dltima restriccidén pa-
ra las observaciones en el microscopio electréni
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
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merosas metodologias se han probado para estudia
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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 fécil como pare
ce. Los resultados dependen mucho de la forma -
como se toman las muestras, al principio tene—-
mos que saber que la penetracién 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-
ducird; las células parenquimaticas con paredes

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

como las células esclerenquimaticas, las células
meristemdticas, 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 penetracidén 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 i érganos, aunque pequefios, podremos
eliminar por lo menos de un lado tejidos superfi
ciales protectores de drganos 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
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2. Fijacion

La fijacién sirve para dar muerte a las células -
con un cambio minimo de las estructuras y estabi-
liza 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 mas al interior de la muestra.

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

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

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

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

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




zon la mayoria de los autores recomiendan usar -
(20°C) para este pro

temperaturas de laboratorio
pésito.

FIG. 2. Utilizacién de baja presién 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 nimero de la muestra’—_
d?ntro del fijador debe ser como minimo 20 veces
mgs.que el de las muestras. Generalmente, un mi
lilitro de fijador es suficiente para cada una -
de ellas. Para facilitar la penetracién del ——-
reactivo se recomienda agitar las muestras duran
te la fijacién, usando una agitadora o un apara:
to similar. Otro proceso que se usa con éxito -
en nuestro Laboratorio es la utilizacién de baja

presidén (vacio) hecho con una trampa de vacio. -
No es necesario el vacio durante todo el tiempo
de fijacién, ya que parece que los cambios de --
presién atmosférica facilitan mas la penetracidn,
El alto vacio con bomba rotataria no es recomen-
dable porgque puede destruir las estructuras celu
lares finas. Cuando deseemos disminuir la pre——
sidén atmosférica de las muestras colectadas en -
el campo y facilitar la penetracién 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 electrdnica. Las
goluciones se guardan en el refrigerador a 4°C.
Para la fijacién se prepara solucién de 3% o 5%
con amortiguador. E1l glutaraldehido fija muy —-
bien la matriz de los organelos y el citoplasma,
conservando bien ribosomas, microtubulos, etc. -
su desventaja es un bajo contraste de las estruc
turas, sobre todo membranas, por e€so0 se usa priE
cipalmente en combinacién con otros fijadores.
El tiempo de fijacién es de 3 hasta 5 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 nitrégeno 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 recomendandose preparar la solu-
cidén con un dia de anticipacién a su empleo. Pa
ra guardar esta solucién se deben usar recipien—
tes de vidrio color ambar que hayan sido lavados
perfectamente con mezcla crémica (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 tetradxido 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 solucidén de 1% o 2% para uso inmediato; el
0s0 ademas 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 electrdnica. Su empleo en estos afios
es muy limitado. Se utiliza aiin 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 demostracién de estructuras
membranosas de las células vegetales como el re-
ticulo endoplésmico y el aparato de Golgi.

— Formaldehido

La fijacién con formaldehido es similar a la fi-
jacién con glutaraldehido, aunque generalmente -
no se obtienen resultados tan buenos. El formal
dehido comercial no es lo bastante 1impi? para -
su uso en microscopia electrénica, empleandose -
una solucidn 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 -
electrénica 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) T,
Solucién A: fosfato sddico monobéasico

(NaH_PO 2H_0) 31.2 gr.
(NaH2P04) < —27.8 ar.
apiiac=2 1000 ml.

Solucidén B
fosfato sddico dibasico

(Na HP04°12H§O)
(Na HP047H20 -=
agua - ———

Amortiguador de pH 7.2 3
se prepara mezclando 28 ml. de solucidén A con 72

ml. de solucidn B.




Amortiguador de veronalac
etat .
Bolucién A o 10.204)

veronal sédico (Barbitol 2.89 gr.)

acetato sédico hidratado 1.90 gr.
acetato sédico anhidro L.Ah oy
agua destilada 100 ml

Solucidén B (0.1N HC1)

acido clorhidrico concentrad
o (36-
agua destilada ( 38%)1368 $i'

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

Amortiguador de cacodilato (0.2M)

Solucidén A
cacodilato sédico
agua destilada 1000 ml

Solucién B
HC1l concentrado (36%-38%)
agua destilada
: 60 o]
amortiguador de pH 7.2 Fiom

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

4.2 ml. de la solucid
ol i ucidén B, (se afora con agua a -

2.3 Esquema de fijacién.

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

PH 7.2 a temperatura de 1 i
aborat e
de 3 a 5 horas. ChR

égvar con el éTortiguador de fosfatos. Cam-
iar la solucién 10 veces con un tiempo de 1

hasta 2 hrs. Se
» puede quedar .
dor otro dia. q en amortigua--

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

Lavar con el amortiguador de fosfatos. Cam-—
biar la solucidn 10 veces con un tiempo de 1
hasta 2 hrs. Se puede quedar en esta solu--
cién 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 inclusidén; excepto -
cuando empleamos resinas hidrosolubles que son -
de uso poco comin en la mayoria de los labora
torios de microscopia electrbnica. 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:

30% 15 min.
50% 30 min.
70% 30 min.




