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A modified method for processing plant tissue is proposed. The main changes are in the prefixation, infiltration
.and embedding steps, using.low vacuum in the first one and a resin with low viscosity for the others. This method

allows us to obtain good results and a high percentage of repetitiveness.
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ABSTRACT

RESUMEN

Se propone una metodologia para el estudio del tejido vegetal, donde se introducen modificaciones fundamenta-
les a las técnicas utilizadas anteriormente. Estas modificaciones consisten en el uso de bajo vacio en el paso de
prefijacién y en el uso de resina de baja viscosidad en los pasos de infiltracién y de inclusién. Esta metodologia
permite lograr resultados de calidad satisfactoria con una alta repetibilidad.

Palabras claves: baja viscosidad, repetibilidad, bajo vacfo, inclusién

Introduccién

El estudio de las células de los vegetales ha tenido
un avance lento, debido a las dificultades técnicas
para su procesamiento, dadas las caracteristicas de
estos tejidos de ser duros, rigidos y poseer a nivel
celular la pared de celulosa, la cual es una barrera
para la penetracién de los distintos reactivos que se
utilizan. '

Se estudiaron diferentes tejidos vegetales, como
hojas de tabaco y tomate, utilizando los métodos co-
nocidos de inclusién en resina Epén (1). Mediante
el procesamiento de rutina los resultados fueron de
muy baja calidad. Posteriormente para estudiar ho-
jas de cafia de azicar se utilizé6 una combinacién de
resinas Araldita mas Ep6n (2) y con este método se
obtuvieron mejores resultados, pero fue muy dificil
lograr repetibilidad.

Dadas estas circunstancias, hubo necesidad de
desarrollar métodos de estudio de tejidos vegetales
para microscopia electrnica de transmision que nos
permitieran obtener mejores resultados que los lo-
grados hasta el momento. Para ello se modificaron
los métodos de fijacién y se introdujo la utilizacion
de una resina de inclusion de baja viscosidad.

Materiales y Métodos

Metodologia
El método se basa en lograr una buena penetracién
de las diferentes sustancias que se emplean en el
procesamiento de tejidos duros con la utilizaciéon de
bajo vacio en la prefijacién y resinas de baja visco-
sidad en la infiltracién e inclusién.

Todos los pasos de la metodologia se realizaron
en un local con temperatura de 20 a 22 °C y hume-
dad relativa de 70 a 80 %. La temperatura de la es-
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tufa de polimerizacion fue de 70 °C. Se utiliz6 la
resina Spurr (3) por ser de baja viscosidad y pe-
netrar con mayor facilidad en los tejidos vegetales.
En el prospecto que trae el kit de resina se descri-
ben tres variantes de utilizaciéon. Recomendamos
para estos tejidos la variante standard.

Procedimiento

La muestra se procesé recién obtenida. Si fue trans-
portada desde lugares distantes se conservd en at-
moésfera himeda, lo que se logr6 colocando el ma-
terial en una placa Petri con papel de filtro
embebido en agua o envueltas en papel de filtro
hiimedo y colocadas en un sobre de nylon.

Corte de la muestra

El corte se realizo en la zona afectada, la cual se
selecciond con una cuchilla o bisturi bien afilado. El
corte se hizo lo mas pequeiio que el tejido especifico

permitio.

Prefijacion

Las muestras se colocaron en frascos pequefios con
3 mL de la solucién prefijadora (glutaraldehido al 5 %
-en tampon cacodilato 0,1 M, pH 7,4) y se introdujeron
los frasquitos destapados en una desecadora a la que se
le hizo bajo vacio durante los primeros 30 min. Después
se guard6 la desecadora en refrigeracion (4°C) y se
conservo el vacio durante una noche (14-18 h).

Lavado

Se lavaron las muestras varias veces en tampén ca-
codilato 0,1 M, pH 7,4 por espacio de 8 h. (En este
paso se puede dejar toda la noche a 4 °C).
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Método para el procesamiento del tejido vegetal

Fijacion

Las muestras se posfijaron en tetroxido de osmio
(0sO,) al 1 % en tampén cacodilato 0,1 M, pH 7.4
durante una noche (14-18 h).

Lavado
Se hicieron lavados cortos con el mismo tampén por
espacio de 30 min.

Deshidratacion
Se uso preferentemente acetona como agente deshi-
dratante, ya que es mas enérgico que los alcoholes.
La deshidratacion se hizo de forma escalonada, co-
menzando por acetona al 10 % y se va aumentando
la concentracion de acetona en pasos sucesivos de
deshidratacion (incrementos de 10 % en cada paso)
hasta llegar a acetona absoluta.

El tiempo fue de 15 min en cada paso y en ace-
tona absoluta 2 h con cambios cada 30 min.

La temperatura es 4 °C hasta acetona al 90 % y
en acetona absoluta a temperatura ambiente.

Infiltracion
La infiltracion se realizé a temperatura ambiente. Se
comenz6 con una mezcla de una parte de resina y
tres partes de acetona durante 1,5h, se cambidé a
una mezcla de resina y acetona a partes iguales du-
rante 1,5 h. Posteriormente se pas6 a una mezcla de
tres partes de resina y una de acetona durante una
noche.

Al dia siguiente se sustituyd esta mezcla por re-
sina pura y se dejo en ella durante una noche.

Inclusién
La orientacion de la muestra en las cépsulas de in-
clusién se hizo de acuerdo con el tejido o la zona del
tejido objeto de estudio.

Se afiadi¢ a las capsulas la resina de inclusion y
se colocaron en la estufa a 70 °C durante 24 h para
su polimerizacion.

Resultados y Discusién

La ultraestructura del tejido vegetal se observo con
nitidez y con un alto por ciento de buena conserva-
cion, lo cual no ocurre con los métodos utilizados
con anterioridad a esta metodologia (Figura 1).

En nuestros resultados se observo la pared celular
con sus caracteristicas bien delimitadas. Los nicleos
presentaron claramente sus componentes cromatina
y nucleolo, asi como la doble membrana que los ro-
dea. Los plastidios mostraron con muy buena defi-
nicion sus sistemas de membrana, asi como los gra-
nulos que contienen. Las mitocondrias, el complejo
de Golgi, el reticulo endopldsmico y los ribosomas
presentaron su morfologia claramente definida. En
las vacuolas se aprecié el tonoplasto, asi‘como su
contenido (Figuras2y 3 ).

Con la utilizaciéon de esta metodologia se obtuvo
ademds una alta repetibilidad de los buenos resulta-
dos técnicos (4-7), lo cual no se logra aplicando los
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métodos clasicos, que fueron disefiados fundamen-
talmente para estudiar el tejido animal.

Figura 1. Muestra de hoja de cafa de azicar procesada
con el método de Mollenhauer. Se observa poco defini-
dos los componentes celulares; p) pared; m) mitocon-

drias; 1) fonoplastos y en) envoltura nudlear. 11 000 X.

Figura 2. Muestra de hoja de cafa de azdcar pro-
cesada por la metodologia propuesta. Se observa
buena conservacién del tejido y definicién de los
componentes celulares; p) pared; m) mitocondrias;
¢) cloroplastos; n, nu) nicleo y nucleolo y rer) refi-
culo endopldsmico rugoso. 9 000 X .
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Figura 3. Muestra de hoja de d-
tricos. Se observa con muy buena
definicién los componentes celu-
lares; n) nicleo; m) mitocondrias
y rer) reficulo endopldsmico ru-
goso. La pared celular (p) pre-
senta su estrudura caracteristica.
15 000 X.
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