7. Observacién

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 micrografias de

las éreas 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 1nvest1
gacidén, siendo beneficiado gracias a los progre—-
sos realizados con anterioridad en la metodologia
aplicada a la microscopia éptica y a la microsco-
pid electrénica de transmisién.

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 Gltimo inconveniente es indispensable la adqu1
sicién de equipo adicional que permita mane jar la
muestra adecuadamente y obtener una imagen Gtil,
con una estrecha relacién 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

La observacién de material fresco al MEB es tan -
antigua como el aparato mismo ya que no se requie
re de fijacioén. Los objetos duros como dientes,
huesos, unas, semillas, polen, etc., después de -
la limpieza necesaria pueden observarse sin mayo-
res complicaciones algunas veces sin necesidad de
recubrirlos.

También resiste las condiciones del MEB el mate-—
rial fresco de origen vegetal, previo recumbri-——
miento y observacién con voltaje de aceleracién -
menor a los 15 KV y con tiempos cortos de exposi-
cién al impacto de los electrones.




1
i
iz

FIJADORES

Igual que para microscopia electrénica de transmi
sién 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-tetraéxido 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:=Mia 2:0:=M.:c(pH:7.20a 7748).

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 estin inmersas en soluciones hipotdni-
cas o hipertdnicas que se manifiestan al momento
de la observacién. . -

-

Para cada muestra bioldgica existe diferente tiem
po de fijacién: 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, encontréndose como desventaja la posible

extraccién 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 solucién 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 impresién de la
micrografia. Cuando esto oecurre es preferible --
trabajar con el condensador abierto y um voltaje
de aceleracidn de 10 kilovoltios o menos.

El estudio de materiales frescos, principalmente
vegetales, es més factible en muestras recién di--
sectadas y con buen recubrimiento, notidndose 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 més frecuentes para los micros
copistas esti 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 dd 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. 5




Cuando se requiere hacer una doble fijacién se em
plea glutaraldehido 2 - 3%, seguido‘ge un lavado
en el amortiguador donde se disolvid e% reactlvo
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 dig——
tintas graduaciones con alcohol o acetona por ej.

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 canbios.

Los fragmentos grandes se deshidratan en un tu?o
de ensaye ¢ vial y los organismos pequefios requie-
ren de centrifugacidén durante el proceso para qqe
no se pierdan o bien colocéndolos 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 {a
observacién. El procedimiento de secado méas aaug
y recomendado es el método del punto critico, uti
lizando diéxido 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 barrido, -

aprovecha el hecho de que en su punto ?riFico, -
un fluido pasa imperceptiblemente de liquido a -

gas sin limites visibles y sin fuerzas de distor
sidén, es decir a ciertas temperatura y rangos de
presidn, 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 biolégicas du—-—
rante la desecacidén 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 carbdnico -
con excelentes resultados y se prefiere por su -
facil y barata adquisicién. Los mas modernos la
boratorios poseen equipos de desecacién a base -
de freon 13 considerandose el gas mas adecuado -

para los especimenes mis 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 imdgen tri
dimensional de las estructuras biolégicas.

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

Este fendmeno es posible gracias al recubri
miento que se le dd a la muestra biolégica 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 1la 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. El 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 tecnoldgicos en las diversas ra
mas de la ciencia han permitido ir diferenciando
loe complicados problemas biolégicos, facilitan-
do' en nuestros dias una visidén mas precisa de la
complejidad de los organismos y particularmente
de ln célula. Este es el caso de la citogenéti-
¢a, 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 taxondémico, de hibridacién de cultivos
de ingenieria genética o en la deteccidn de los
efectos de contaminacidén ambiental.

La citogenética requiere del conocimiento -
de la forma, ntmero y asociacidén 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 elésticos y de consistencia gelatinosa
pudiendo ser tefiidos con facilidad por los colo-
rantes basicos como 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 divisidn celular es obviamente la primera
etapa en el crecimiento y diferenciacién. La —
formacidén de nuevos tejidos no puede producirse
sin la divisidén 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




