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




de cuatro fases que son: Profase, metafase, ana
fase y telofase y atodo el tiempo de division se
le denomina como ciclo mitético.

La division de una mitosis normal varia se-
gun 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 gestacidn

de la division se conoce como interfase en la -

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

Durante el proceso de la divisidn celular -
se lleva a cabo la divisién nuclear o cariocine-
sis y la del citoplasma conocida como citocine——
~85is, en esta Gltima se producen dos nuevos conjun
tos de citoplasma. En los estadios finales de -
la division celular en plantas superiores el ci-
toplasma esté 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 divisidén nuclear precede -
directamente a la divisidén de citoplasma, pero -
el nicleo no se separa en dos partes por medio -
de la formacidén de un surco o de una placa celu-
lar. El nicleo, para poder dividirse pasa por -
una serie de actividades y a este proceso de di-
visidén 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 bésica 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 niicleo se -
estd 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 estad formado por dos estructuras espiraladas
una en otra, llamadas cromAtidas:

A medida que continda la profase, en cada -
cromosoma las cromatidas se vuelven mas cortas Yy

mas gruesas y se desenrollan una de otra. Al fi
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 esta res--

tringido a una regién 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 centrd
meros emigran de cualquier posicién 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 1lamad3 metafase.




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

ANAFASE

En esta fase se separan los centrdémeros y -
los dos centrodmeros 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. Nécles n repese

interfase

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 nucleblos. Los cromosomas se -
vuelven mas delgados y mads 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--
termitético o metabdlico.
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3. PREPARACION DE RAICES PARA OBSERVACION DE
MITOSIS Y CROMOSOMAS

Los tiempos y procesamientos que a continua
cidén 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 mecénicos.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, s
procurando que el meristemo ap .ical de la - -
raiz del embridén quede hacia abajo. Se enro-
lla 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. s

PRETRATAMIENTO

Si queremos 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 fijacidn 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 pgnen 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. El1 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 maceracidn 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 hidrélisis, 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 —-
portaobjeto previamente tratado con adhesivo.

2. Sobre las raices se coloca un cuadro de papel
celofan 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, quedag




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 .. .e.iv.ie min.

Alcohol partes
Xilol partes = e min.

Alcohol parte
Xilol partes . min.

Xilol puro 12 hasta
. horas.

PREPARACION DE SOLUCIONES USADAS
1. ABHESIVO.
Cantidades iguales de glicerina y albumina de —-
huevo se mezclan y filtran (con algodén). 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 hidrdlisis se utilizan acido clorhi-—-
drico 1 - N:

Para 150 ml.

Acido clorhidrico concentrado 12.5 ml.
Agua destilada 187 JBmls

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 Enrollanao
Semillos.

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

oN =

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

V\: | é fidan dirte
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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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