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TECNICAS ARGENTICAS EN MATERIALES VEGETALES!

Por CRISTINA G. DIZEO DE STRITTMATTER *

ABSTRACT

Silver impregnation technics which up to now were used in animal histology only
were tested here in plant material. The experience was made with meristematic and
adult tissues. The employed technics were: The nuclear technic in hot medium, the
nucleous-plasmatic technic, the Achticarro technic for tissue-culture and the Gomori-
reticulum technic.

The results are the following: net coloration of nucleous and tonal differentiation
of tissues going from pale-yellow to dark-brown.

Being the silver technics of easy and quick realization it is useful to incorporate
them as one of the general plant histology procedures.

INTRODUCCION

Hasta ahora se ha trabajado mucho con técnicas argénticas sélo en
materiales animales, con las que se han obtenido resultados muy positi-
vos. En razén de que son técnicas rdpidas que evitan la decoloracién del
material con el transcurso-del tiempo, debido a la precipitacién del me-
tal, se ha decidido probarlas en el tratamiento de materiales vegetales..

En consecuencia, se ensayaron las siguientes: Nuclear en caliente, Nu-
cleo plasmdtica, Achticarro para cultivo, Reticulo de Gomori (Lém. 1),
en materiales vegetales. '

Las técnicas y los resultados obtenidos se describen a continuacién:

! Comunicado en las XV Jornadas Argentinas de Botdnica en Buenos Aires, Abril
1976.

2 Técnica en Histologia Vegetal de la Citedra de Botdnica Agricola de la Facultad
de Agronomia de la Universidad de Buenos Aires, Miembro de la Carrera del Técnico
del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas.
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9 B Aplicacién de las téenicas argénticas a materiales vegetales : A, nuclear en
caliente en apice de rafz de Zea mays; B, nicleo plasmética, en dpice de tallo de
Vicia faba ; C-D, Achicarro, en el cultivo de callo cotiledonar de Diplolaxis tenwui-
folia ; E-G, reticulo de Gomori: E, F, en cortes longitudinal y transversal de tallo
de Tilia moltkei ; G, en corte transversal de hoja de Festuca arundinacead.
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MATERIALES ENSAYADOS (Tab, 1)

Se trabajé con la impregnacién en masa en las técnicas nucleares (nu-
clear en caliente, ntcleo plasmética y Achucarro para cultivo) en:

a) Apice de raiz de Zea mays (aproximadamente a 0,5 cm del épice).

b) Apice del tallo de Vicia faba (aproximadamente a 1,5 cm de lon-
gitud). ]

¢) Callo cotiledonar de Diplotaxis tenuifolia.

Se utiliz6 la técnica de reticulo de Gomori en los siguientes materiales:

d) Cortes transversales, de hojas de Pinus pinotea, de Egeria densa,
Festuca arundinacea, Camelia japonica y corte transversal y longi-
tudinal de tallo de Tilia moltke.

TECNICAS (Tab. 1)

El fijador general aconsejado para las técnicas argénticas es formol al
10 % pero igualmente se comprobé que puede usarse FAA (formol, al-
cohol, 4cido acético), fijador comtnmente utilizado para los tejidos ve-’
getales.

Para la realizacién de estas técnicas, es necesario que el material de
vidrio a utilizar sea limpiado minuciosamente. EI lavado se puede hacer
con una solucién débil de acido clorhidrico, seguido con agua destilada.
No deben utilizarse elementos metdlicos cuando los materiales estdn en
las soluciones argénticas porque se corre el riesgo de precipitar la so-
lucién. Es conveniente el uso de elementos de vidrio, pipetas por ejem-
plo, v en el caso de elementos metalicos, éstos deben parafinarse pre-
viamente. :

Toda solucién argéntica se filtra antes de su uso y se mantiene tapada.

El material vegetal se lava cuidadosamente en agua destilada antes de
comenzar la impregnacién. Ndtese que en cada técnica el lavado oscila
de 30 minutos a 1 hora, tiempo que puede prolongarse si se desea. Esto
es para eliminar todo resto de fijador.

Técnicas usadas:
1. — Nuclear en caliente (Impregnacién en: masa).

Reactivos

Solucién de carbonato de plata amoniacal de Rio Hortega (R. H.)
mediana*

! Existen otros 2 tipos de soluciones de R.H.: débil (50 cc; 150 cc; 500 cc de Ni-
trato de Plata, Carbonato de Sodio y agua destilada) y fuerte (100 cc; 300 cc; 1000 cc

de Nitrato de Plata, Carbonato de Sodio y agua destilada) que también pueden ser
ensayadas en otros materiales.



TABLA 1 .
Citoplasma Pared Pared
Materiales. Nicleo y Cutfcula Cloroplastos Primaria -Secundaria .y
Contenidos Lignificada
Zea mays apice de raiz PR amarillo B, ¥
(Nuclear en caliente) 9 tostado o
Vicia faba apice de tallo neqro amarillo. & 3
(Nuclear en caliente) tostado i
Callo dicotiledonar (A-
czﬁcarro) nar ( negro tostado = - - =
Zea mays apice de raiz ) amar o
(NGclao plasmabiisa)is marrén claro con puntos &% bl - -
. ¥ marrones
Vicia faba dpice de tallo 2 anaridilo
(NE S doininenatiee) marrén claro .con puntos = = - -
marrones
Técnica de Reticulo de Gomori
toja ?e Eanelie vaciado = amarillo claro negro s lamarillo fuerte amaril]ox fderite Ls
japonica marrdn oscuro
sin vaciar = marrén amarillo fuerte amarillo fuerte amaTiil ] cricilaroza
fuerte
Hoja de Pinus vaciado = - negro (3 amarillo fuerte| amarillo claro a
f
pinotea = - . T 'uerte
sin vaciar - amarillo marron > amarillo fuerte| amarillo fuerte a
marrén
Hoja de Festuca vaciado = 3 negro 2 amarillo fuerte marron
arundinacea sin vaciar ® amarillo fuerte marron £ amarillo amarillo fuerte marron
- claro i
Hoja de Egeria vaciado & = negro - amariilo fuerte| amarillo fuerte a
densa marrén
sin vaciar = amarillo fuerte marron amarillo claro amarillo marron

Tallo secunda-
rio de Tilia
moltkei

sin vaciar

naranja a marrén

amarillo oro

amarillo oro
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Piridina pura

Formol al 10 %

Amoniaco puro

Solucién de carbonato de plata amoniacal de R. H. mediana
Nitrato de plata al 10 % en solucién acuosa: 75 cc
Carbonato de sodio al 5 % en solucién acuosa: 225 cc
Amoniaco suficiente para disolver el precipitado que se formé
Agua destilada: 300 cc

Conviene guardar la solucién obtenida en frasco oscuro.
Esta solucién debe ser filtrada antes de usar 2

Procedimiento:

1) Colocar el material previamente fijado en un vaso de precipitacién
con abundante agua destilada y algunas gotas de amoniaco puro durante
1 hora.

2) Lavarlo tres veces en abundante agua destilada.

3) Pasarlo a una solucién de carbonato de plata amoniacal de R. H.
mediana, adicionando 4 o 5 gotas de piridina por cada 10 cc de solucién;
calentar a 50° C hasta que el material se torne color amarillo tostado.
La solucién debe agitarse cada 2 6 3 minutos.

4) Lavarlo en agua destilada:

5) Reducir el material en formol al 10 % con unas gotas de piridina.
La reduccién se pone en evidencia cuando el material se torna de un
color que va de marrén muy intenso a negro.

A partir de este momento el material se encuentra en condiciones para
hacer una inclusién del mismo o para ser cortado.

Los materiales ensayados @, b y ¢ se trataron con:.20 minutos en
carbonato de plata de R.H. y 30 minutos en formal al 10 %.

2. — Acbhiicarro para cultivo (Impregnacién en masa).

Reactivos.
Alumbre de hierro al 4 % en solucién acuosa.
Nitrato de plata al 2 % en solucién acuosa.
. Piridina pura.
Formol al 2 %.

Procedimiento:

1) Lavar el material previamente fijado, en un vaso de precipitacién
con abundante agua destilada y durante 30 minutos.
2) Colocarlo en un recipiente con alumbre de hierro al 4 % vy dejarlo

en el mismo durante 12 horas.

2En este trabajo se usé solamente la solucién mediana,
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3) Lavarlo con agua destilada. -

4) Colocarlo en un recipiente con nitrato de plata al 2 % y dejar
durante 2 horas, hasta que el material se torne de color amarillo.

5) Lavarlo con agua destilada.

6) Colocarlo en.un vaso de precipitacién con nitrato de plata al 2 %,
con 3 o 4 gotas de piridina. Calentar a 37° C durante 2 horas, hasta que
el material se torne de color de caramelo claro a oscuro.

7) Lavarlo con agua destilada y 2 o 3 gotas de piridina durante 5
minutos.

8) Lavarlo nuevamente con agua destilada durante 5 minutos.

9) Reducir en formol al 2 %: el material torna al color marrén os-
curo a negro,

A partir de este momento el material se encuentra en condiciones para
hacer una inclusién del mismo o para ser cortado.

El material ensayado (Callo cotiledonar de Diplotaxis tenuifolia) se
traté con: 18 horas de alumbre de hierro al 4 %, 2 horas en nitrato de
plata al 2 %; 3 Y4 horas en nitrato de plata al 2 % con gotas de piri-
dina y 60 minutos en formol .al 2 %.

3. — Niicleo plasmatica (Impregnacién en masa).

Reactivos.
Solucién de carbonato 'de plata amoniacal de R.H. soluclon mediana

(ver en técnica 1).
Alcohol 96°.
 Formol al 1 %.

Procedimiento:

1) Lavar el material previamente fijado, en un vaso de precipitacién .
con abundante agua destilada y durante 30 minutos.

2) Colocarlo en un' recipiente con carbonato de plata amoniacal de
R.H. (mediana), y dejarlo en el mismo durante 15 minutos o més, hasta
que se torne de un ligero color amarillo.

3) Pasar los materiales por alcohol 96°. durante 15 minutos.

4) Pasar el material a otro recipiente y reduc1rlo en formol al 1 %;
se deja hasta que se torne de color amarillo.

A partir de este momento -el material se encuentra en condiciones para
hacer una inclusién del mismo o para ser cortado.

Los materiales ensayados 4, b y ¢ se trataron con: 65 minutos en cat-
bonato de plata amoniacal de R.H. (mediana); 15 minutos en alcohol
96° y 45 minutos en formol al 1 %. -

4. — Reticulo de Gomori (Impregnacién en cortes).

Reactivos.
Hidréxido de plata amosiacal,
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Permanganato de potasio al 0,5 % ‘en solucidén acuosa.

Acido oxdlico al 5 % en solucién acuosa.

Alumbre de hierro al 2 % en solucién acuosa.

Formol al 20 %.

Solucién de-hidréxido de plata amoniacal (esta solucién se prepara cada
vez que se utiliza).

Nitrato de plata al 10 % en solucién acuosa: 5 cc.

Hidréxido de potasio al 10 % en solucién acuosa: 1,25 cc.

Amoniaco-suficiente para disolver el precipitado que se forma.

Agregar 4 gotas de nitrato de plata al 10 %.

De la solucién obtenida se lleva al doble de su volumen con agua
destilada.

Procedimiento:

1) Lavar los cortes con abundante agua destilada, durante 5 minutos.

2) Colocarlos en un recipiente con permanganato de potasio al 0,5 %,
durante 1 minuto.

3) Poner en un vaso de precipitacidn édcido oxdlico al 5 %, y pasar
los cortes. al mismo, dejandolos hasta que queden transparentes.

4) Lavarlos con abundante agua corriente y finalmente con agua des-
tilada. '

5) Colocarlos en alumbre de hierro al 2 %, durante 1 minuto.

6) Lavar los cortes con abundante agua corriente y finalmente con
agua destilada.

7) Colocarlos en la solucién de hidréxido de plata amoniacal, durante
2 minutos.

8) Lavar rdpidamente en agua destilada.

9) Reducir con formol al 20 % durante 3 minutos.

10) Lavar con agua destilada.

11) Montar en gelatina glicerinada. Si se desea se puede montar con
béalsamo de Canad4 previa deshidratacidn.

En los materiales ensayados d no se variaron los tiempos indicados en
la técnica precedente. -

RESULTADOS Y CONCLUSIONES N

Con la impregnacién Nuclear en caliente. se obtiene una visién mds
nitida y concreta del nicleo, que con las técnicas corrientemente usadas
(Hematoxilina), dado que el nicleo se ve negro y el resto se tifie de
color amarillo dorado.

Con la técnica Nucleo plasmdtica se visualiza el niicleo, pero la misma
es mds adecuada para el c1toplasma donde se pueden ver nitidamente
los contenidos de color marrén oscuro.

En la técnica de Reticulo de Gomori no se deben sacar los contenidos
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del material con hipoclorito de sodio porque se altera el resultado va-
riando los colores obtenidos. Por ejemplo, en la hoja de Camelia japonica
sin vaciar, las paredes lignificadas son de color amarillo claro y en la
misma hoja tratada con hipoclorito de sodio, esas paredes son de color
gris oscuro.

Asi en el material meristemdtico (4pices) la impregnacién en masa da
muy buenos resultados, evitando la coloracién posterior y facilita el ma-
nejo del material durante la inclusién, siendo éste mds visible. La téc-
nica de Achtcarro para cultivo, usada en callo cotiledonar de Diplotaxis
tenuifolia no deteriora el material que es muy vulnerable.

En el caso de las estructuras de tejidos adultos como las hojas y los
tallos, se observd que la coloracién es répida y da tonalidades diferenciales
en la gama que va desde amarillo claro a marrén oscuro, permitiendo
distinguir los diferentes tejidos de los 6rganos con facilidad.

Los resultados arriba mencionados se han resumido en la Tabla I en
la q\ile quedaron indicados los tonos y colores obtenidos en cada material
tratado.
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