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INTRODUCCION

Dada ls importancia gque ofrecen las investigaciones oito-
16gicss de los microorganismos,consideramos que comatituirfa una
contribucién interesante el estudio citolégico de les algas azu-
les, taxonomicamente préximes a las baoterias(l) y con una estruo-
tura celular mfs diferenciada.

En realidsd,en un comienzo penssmos abordar directamente
el estudio citolégico de les bacterias,tema de tesis sugeridoe por
el Ing.Agr. SANT0S SORIANQ.Pero al ensayar las tfonicas ocitolégi-

0a8 a emplearse utilizemdo las slgas azules cowmo término de compe~
racién,pudimos observar en las cflulas de estos organismos una con
figuracién peculiar que no comcordsba oon las descripciones exis-
tentes,por lo cual comsidersmos de interds proseguir el desarrollo
de estas investigaciones.

La revisidén bibliogrérica desde los primeros trsbajos de
SCHMITZ(1879) ,hasta las §ltimass contribuoiones de GUILLIERMOND,

(1)En el sistema de clasificaoién de los vegetales de LNGLER-
PRANTL,1las alges ssules(Schizophycess)y las bacterias(Schizomyoe-
tes )86 agrupsn en la misma Divisidn(Schizophyta).



HOLLANDE, POLJANSKY-PETRUSCHEWSKY , SPEARING y otros,revela que la es-

tructura celulsr de lss algas aszules ha sido objeto de constante
ocontroversia.Si bien todos los autores concuerdan en describir enmn
lea cflulas un citoplesma periférico y una zona central,-depositas-
ris de 1la sustanoie oromética para algunos-,es jJustamente respecto
al cardcter morfolégico,natursleza histoqufmica,ndmero y mecanismo
de divisién de este elemento oentral,dénde divergen las interpreta-
ciones de los autores.Asf,mientras unos niegsn ls existencia de nd-
cleo en las algas azules,otros consideran a la zons central,-guerpo
gentral®-,como un ndoleo comparadble al de las cflulas de los orgs~
nismos superiores 6 oomo un sntecesor filogenftico del mismo con un
valor funcional equivalente.

Adn los investigadores que sostienen la existencia de un ndol«
divergen respecto al mecanismo de su divisiém.Para unos es una ca-
riocinesis tfpice,para otros,se trata de una simple amitosis & a lo

sumo,de un mecsnismo intermedio 6 haplomitosis.

Considerando este tema de particular interés,decidimos abordar
en el presenta trabajo de tesis el estudio citolégico de las Sghizo
phyceae,con ¢l objeto principal de aclarar em lo posiblem el signi-
fioado histofisiolégico del cuerpo central de lss mismas en las dis

tintas fases del corecimiento.

Este esatudio ha sido desarrollado de acuerdo al siguiente plan

- i iga de numerosgs especies de cigno-
rfo%Lsogtizggg%ggag,go}fﬁ ge verificar la co gancia de fg
estructura del cuerpo central.Exdmen "in vivo",direoto 6 con
colorantes vitales,y de material fijado y colorado segdm di-
versas técnioas que permitiesen ¢l anfliais compsrastivo de
las estructurss resuliantes.



2)-Aplicacién de colchicine y sulfspnil-emida a filamen-
tos de cisnoffceas,con objeto de verificar la posible varis-
cién del ndmero de granulaciones cromftices del cuerpo cen-
tral durante les diferentes fases del desarrollo.

Al final,sfladimos un breve estudio de la sstructurs ocitoldgi-

cs de uns especiv mo determirada del género Beggiatoa(Thiobacteris-

les) .El hecho de presentsr estos elementos un sspecto morfoldgico

wuy semejante al de 1lss 0Osocillatoriasceas,hecfs de interds indsgar

8i conoomitontemente a esta snslogfs externa podfs revelarse en
Begglatoa 8sp. una estructurs gque correspondiers sl cuerpo central
de las cisnoffceas.lLs posible existencia de tasl estructura.permiti-
rfa estsblecer a trevés de las Beggistoscege un vinculo emtre_Schi-
zomycetes ¥y Sohizoggxceae,vfnculo quse por otra parte slgunos auto-

res atribuyen s ciertas especies del orden de las Thiobacteriales

(Rhodobacterisceae) .




Cap. I-ANLECEDENTES

Lesde la publicacién del primer trabajo sobre citologfa de ciano
f{ceas ,SCHMITZ(1879),numerosos investigadores se han ocupado de este
tema.Es de notar gque la estructura de las elgas asules ha interesado
al oitélogo,no sélo.por el problema particular enm sf,sino también des
de el punto de vista filogenético,dado que representan la transicién

hacia los organismos con urn ndécleo bien diferenciado.

En los trabajos de PHILLIPS,GARUEER,GUILLIERMOND,et0c.,8¢ encontr
ran amplios resdmenes sobrs las investigaoiones citolégicas realizada
sobre el tema.En esta contribucidn,dedicada en particular al estudio

del "ouerpo central",sélo nos limitaremos & resefiar los trabajos rela

cionados con este tépioco.

E.SCHMITZ(1879)en su primera weworia,afirms la existencia de un
elemento oentral,homJgdheo,que oonsidera como ndécleo celular,aungue n
logra demostrarlo en todas las células.Al afio siguiente,como resultad
de nueves investigaciones,se retracta de su primere opinién y oconoluy

que las células de las algas azules son anucleadas.(l).

0.BUTSCHLI(1890-1902) estudia diversas especies de cianoffceas y

bacterias.

(1) Tomado en Q.P.PHILLIPS(1904).




Observa "in vivo" dos zonas facilmente difersnciables:un "cuerpo gen-

tral" incoloro y una "capa cortical" limitada exteriormente por una

membrena § pared celuler.Afirma que el "cuerpo central" representa ux
ndcleo primitivd,ain membrana,equivalente sl ndoleo celular de los o1
ganismos superiores.LlLa "capa cortical" lleva el pigmento y comstituy«
el citoplasma de la célula.

En material fijado con alcohol y colorado con hematoxilina férrioca 41
lufde,logra revelar em el "cuerpo central”,un nduero variable de gré-
nulos que se tiflen en rojo violadojpor esta razén los denomina "gré-
pulos roJjos" y comprueba que & veces pueden faltar 6 existir tamdién
en la zona oortical.En un principio supuso que estos "grdnulos rojos'
oorrespondfan a los grénulos crométicos de los ndcleos superiores,pe-
ro posteriormente pudo comprobar gque por sus propiedades qufmicas di-
ferfan de la sustanoia cromftice.Ademds,en el curso de otras investi-
gaciones encuentra gque los "grénulos rojos" del"”cuerpo central"y del
plasma son diferentes.

Para BUTSCHLI la divisién es direote,aunque en algunas especies obsel

va ciertos aspectos que recuerdan une mitosis.

G.HIKRONYMUS(1893)admite la existencia de un nécleo,representad

por un filamento més & wenos espiralado y & lo largo del cusl distin-

gue gfaﬁulos ordenados en hilera.No observa membrana nuclear y propo-

ne el nombre de "ndoleo abierto" para distinguir el "cuerpo centraln

de las clanoffceas del "ndcleo cerrado"d con membrana de las céflulas

de los orgamiswmos superiores.

Encuentra en las algas azules una so0la categorfa de grénulos.

g.NADSON(lBQS)en varias especies de cianoffceas y en dos espe-



cies bacterianas verifica los resultados de BUTSCHLI.Distingue una
"zona cortical” y un "cuerpo central"™ gjue ocupa la mayor parte de la

cflula,y en el cual se destaca la "sustancia de rellemo",de gram afi

nidad por los colorantes.

considera tres tipos de grémulos:a)-grénulos de cromatina,localizado
principal aunque no erxclusivamente em el "cuerpo cemtiral".Correspon-
den 8 los "grénulos rojos" de BULSCHLI ;b)-xrénulos de reserva,sélo
revelables en la zona cortical y a menudo a lo largo de las paredes
transversales.Corresponden a los grénulos de cianofioina de otros au

tores;o)-microsomas,caracterfaticos de determinadas especies.

Concluye que el "cuerpo central®" es muy similar al ndcleoc de las pls
tas superiores y puede ser considerado como su antecesor filogen§ti-

CO.

A.B.MACALLUM(1899) encusntra en el "cuerpo central"™ una pequedla
cantided de sustancia semejante a la cromatina.uniformemente distri-
bufda,que contiene hierro y fésforo orgénico y resistente a la digea
tidn con jugo géstrico artificial.Observa dos tipos de grénulos:a)-
localizados generalmente en la regién periférica del "cuerpo central

se coloran con hematoxilina,contienen Fe y P y son solubles en Jugo

géstrico;b)-80lo presentes en la zona cortical,a menudo a lox largo
de las paredes celulares,sin Fe ni P y facilmente solubles en &cidos
dilufdos.

Concluye que en las cianoffceas no exiate estructura alguna que co-

rresponda al ndcleo celular de los organismos superiores.(l).

J MASSART(1902) mediante coloraciones vitales con azul de metile

(1) tomado en O!P.PHLLLi¥> .



Do distingue en el "guerpo central®” una "sustancia fundamental*,oons
tante,que identifica con los "grénulos rojos" de BUTSCHLI y los "gré
nulos de crowaiinae" de NADSON.

Lurante la divisién no observa disposicién partioular alguna de la

"sustancia fundeamentel",ni orientacién ce las grenulaciones.Opina qu
las cianoffceas carecen de un n¥cleo tfpico,siendo la célula una sin

ple masa protoplasmética,cuya porcién periférica lleva el pigmento

en cuya zona central se acumulan determinadas sustancias,bajo forma

de granulaciones colorables.

AJMEYER(1904) al estudiar la distribucién de la volutina en el

reino vegetal,describe en el "ouerpo central" de las cianoffceas, (Ng

t0cacesas y Oscillatoriaceas) ,numerosos grénulos de volutina que el

sutor asimila a los "grénulos rojos" Ge BUISCHLI.
En cuanto al 8ignificado del cuerpo central,més que un nécleo celuls
se inclina a considerarlo cowmo uma vacuola cargada de sustancia de

reasrva.

De 1903 & 1905 aparecen los trabajos de PHILLIPS,KHHL y OLIVE.

Estos autores,si bien concue¢rdan en admitir em las algas azules la
existencia de un ndcleo,que se divide mitoticemente,difieren en la

descripcién de las diversas fases de la divisidén,adn en los casos de

considerar les mismas especies.

0.P.0LIVE(1904) encuentra una estructura morfolégica constante

las distintas especies estudiadas.
Utiliza ocortes de 1 £ 2 micrones de espesor y material sim cortar.
Distingus "in vivo",un cuerpo central incoloro y el citoplasma perif

rioco.
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Con los colorantes nucleares ordinarios,el "cuerpo central"™ aparece

formado de "vesfculas de cromatina",resistentes a la digestién con ju

go géstrico artificial.Dichas vesfculas adquierem en cambio por acci&
de dicho jugo,un color amarillo caracterfstico,semejante al observado

en nicleos de Spirogyra sp.,en experiencias paralelas de control.No

observa mewbrana nuclear.kl estado de reposo estd represemtado por la

"yvesf{chlas de crowatina".Al iniciarse la divisién,estas vesfculas ce-
den su cromatina gque difunde a travds de todo el cuerpo cemtral, formé
dose gradualmente un tetfcoulo,cuyos filamentos se coloran debilmente.
En dicho retfculo se observan grénulos de cromatina gue se multiplica
por simple divisién tramsversal.

En ningn mouwento,el autor encuentra una 9scisién longitudinal,mecanit
mo que 4n los ndcleos de los organismos superiores,asegura la reparti-
ciép equitativa del material hereditario.

El proceso de divisiér puede detenerse en aquel estado.El retfculo en
tonces se estrecha en su parte media al mismo tiempo que la pared itra
versal -inicia su crecimiento centripeto.Finalmente el cuerpo central
se separa en dos partes casi iguales,y el tabigue forma la pared de 4
visiémn.

Bn otros casos vl wecanismo es uds complejo y Se asemeja & una cario-
cinesis primitiva.El retfculo se resuelve en un espirema y los grénu-
los de crowatina se disponen uno frente al otro.XZl espirema se orients
en ol sentido del eje de la célula y se corta en segmentos aproximsda

mente iguales,que segin el auntor pusden der llamados goromosomas,los

cuales se dividen por simple particidn tramsversal.

Zl ndmero de cromosomas no ¢S constante para una especie determinada.

Admite la formacién de un huso,que denomina "abierto",porque cada cro

mosoma actda independientemente.Los cromosomas hijos se desplazan en



sentido.opuesto,unidos adn por un fino "tractus" de linina.En este
momento s8e inicia la formacién de la pered transversal y une vez com
plets,la cromatina se hace difusa y forma "vesfculas" 6§ "retfculo"
segin que la cflula pese & un estado de reposo § entre nuevamente en
divisién.

Concluye gue el"cuerpo ceniral® es un verdsdero ndcleo celular,que ¢

divide por sf mismo y no como resultado del crecimiento de la pared
transversal.tn §1,supone el autor,hs comenzado a diferenciarse una

divisién mitética que no ha alcanzado adn el grado de evolucién que
muestra en los nicleos de los organismos superiores.

Ambos procesos de divisién pueden encontrarse en uns misma espewie.

F.3.KOHL(1903-1906) sostiene que el "cuerpo central"™ es un ndclec
sin mewbrana ni nucleolos,cuys divisién es cariocinética.
Durante la mitosis distingue seis estados diferentes:

1)-Formacién de un espirems.

2)-Resolucién del espireme en un nfuero definido de segwentos oromé-
ticos & oromosomas,4 £ 6 § 4 £ 8,que se disponen paralelamente en
el sentido del eje mayor de la cdlula.

3)=-Constriocién de la figura cromosémica en su parte media.

4)-Estado di-aster,en el que los cromosomas hijos se separan en dos
grupos.En casos favorebles ha podldo observar las fibras del huso.

6)=-Los ocromosomas hijos avanzan hacia los polos correspondientes.

6)-Forwacién del nuevo espireuwa,en cada una de las células hijas.

En los oromosomes no ha logrado distinguir indicios de escisién lomn-

gi tudinsl.
El elivaje celular acompafia la divisién del cuerpo central.
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E.%.QLIVE(19056) admite en las cianoffceas la existencia de un

ndcleo que se divide mitoticamente.

En el "cuerpo central" diferencia una"sustancia soromética",muy der

sa,y "grénulos de cromwatina®,que denomina cromosomas.

En todes las formas estudiedss con excepcién de Cylindrospermum sp.

91 ndmero de cromosomas es gonstante para una especie dada.

Durante la divisién se forwa un huso acromftico de aspecto variable
y fibres que se extienden desde los cromosomas hasta las paredes
transversales.

Cada cromosowa estarfa representado por un simple grénulo de oroma-
tina.El espirems resulta de la unién de los grdnulos crométicos por
un filemento de linina.En los cromosomas observa una escisién longi

tudinal y en Gloeocapsa sp.(elementos unicelulares) el simple fila-

mento espiremfiico se hiende a lo largo,a partir de ambos extremos.
Opina el autor que en forma andloga debe realizarse la escisién en
las especies filsmentosas,con un espirema mds complicados

El "cuerpo central" parece estar siempre en actividad mitética y aé
lo en rsras ocasiones hay formas de reposo,en las cuales QOLIVE obse
va una delicads wembrana nuclear.En las esporas y heterocistos,los
pdcleos en reposo,muestran no solamente una membraena bien definidas,

sino también un ndmero veriable de vacuolas.

A.FISCHER,desde 1897 se coloca entre los adversarios de la tec
rfa nuclear del "cuerpo oentral".Sostiene que las cianoffceas care-
cen de ndcleo y que las granulaciones colorables que se ponen de ms

nifiesto en el "cuerpo central" representan sustancias de reserva.

A rafz de los trabajos de BUISCHLI,NADSON,KOHL y otros que cox

sideran al "cuerpo central® como un ndcleo primitivo,FISCHER(1905)
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retoma el probleme y reafirma su primera opinién.Opina que el "cuer

po central" constituye la zona de scumulacidn de un hidrato de car-
bono particular,que resulta de la condensaciép del glicégeno elabo-

rado por el cromatéforo.lDenomina "anabaenina" a este carbohidrato,

por ser muy ayundante principalmente en especies del gémero Anabae~

na.
Durante la divisién celular los grénulos de "anabaenina" gontenidos

en el "cuerpo oentral",se distribuyen en cantidades aproximadamente
iguales entre ambas células hijas.Observa figuras que recuerdsn una
mitosis y las designa con el nombre de "pseudo mitosis de hidratos
de carbono".

Si bien FISCHER admite la presencia de nuclefma difusa en el cito-
plaswa y portadora de las cualidades hereditarias,niegae al "cuerpo
céntral" toda significacién nuclear.Si se quiere hacer derivar de
las cienotffceas el nicleo celular de los organismos superiores,se

debe considerar cowo su precursor filogenético las "pseudo mitosis

de hidratos de carbomo".Este proceso habrfa armonizado mds tarde oo
otros productos de la asimilacién celular,por ejemplo,sustancias

proteicas.Segin FISCHER,con las mitosis nuclefnicas se distribufria
las cualidades hereditarias y la diferenciacién sexual.

. E.ZACHARI AS(1890-1907) ,en 1890,como resultado de sus investige-
ciones,concluye la existencia de sustancia nuclear en las cdlulas de
las salgas &azules.

ED el "cuerpo central" observa una § dos sustancias resistentes a 1li
digestién con jugo géstrico artificial:una,siempre presente se ase-
weja 8 1la plastine;la otra corresponde por sus reacciones a la nu-

clefna de los nécleos superiores y la denomins "sustancia central".

En el curso de estudios posteriores,se muestra reservado respecto
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del significado del "cuerpo centiral" y hace notar que dicho elemen-
to difiere notablemente de los nd¥cleos celulares de los organismos
superiores.(1892,1893,1907).

Concluye ZACHARIAS que 61 "cuerpo oentral" de las cianoffceas
carece del elemento cromftico de los ndcleos verdaderos y relacio-
na con esta carencia la falta de procesos sexuales en las algas a-

gules.

L.N.GARDNER(1906) observa en todas las células de las especies
estudiades,un ndcleo wés § menos definido,sin membrana,formado por
una "sustancia bfsica","grénulos" y "cromatina".

La "spstapgis bdsice" actda como "matrix" en la cual los otros ele-
mentos estan embebidos.

En cuanto a los "grénulos",éstos var{fan en ndmero y temsfio seg¥n la
especies y condiciones de nutriciénm.

En base al grado de diferenciacidén de la "oromatina" y su comporta-

wiento durante la divisidn,distingue tres tipos de ndcleos:
1)-Tipo Difuso :represente el nicleo més primitivo y caracteri
ga a las Homocystae.La divisién es estrictamente amitdtica.

2)-1ipo Cariosémboo Hetioulado:poco frecuente.Sélo ha sido ob-

servado en dos especies del género Dermocsarpa.

3)-Tipo Mitético Primitivos se caracteriza por presentar una
divisién cowmparable a las mitosis de las cloroffceas inferiores.
GARDEER ha encontrado este tipo de divisién en una sola especie:Sy-

naghocystis aguatilis Sauv.
En Synechocystis aguatilis Sauv.,el autor observa un filamento

cromftico que se resuelve en un némero definido de segmentos(tres

en @1l caso de esta especie),los cuales se dividen posteriormente pa
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simple particién transversel.Dichos segmentos crométicos no muestrar
indicios de escisién longitudinal,mecanismo que en los cromosomas de
108 ndcleos superiores,asegura la reparticién equitativa de las cua-

lidades hereditarias.Con todo,concluye el sutor,las algas azules

constituyen un grupo muy estable,en el cual,sin el complicado proce-
so cariocinético,cada generacién se asemeja a la anterior en la mis-
ma medida gue en 8l resto del mundo orgénico.

Distingue ndcleos en actividad y ndcleos en reposo.

A.QGUILLIERMOND (1905-1933) considera el "cuerpo central" equiva-

lente al ndcleo de los organismos superiores.ts un ndcleo primitivo,
sin memdbrana,reducido & su red cromética y en un principio lo deno-

mina "cromidium" & "red oromidial",pombre dado por HERTWIG a los nd-

cleos reducidos a su retfculo cromético.
Después de fijacién y coloracién,el "cuerpo central"se presents

constitufdo por un "hialoplasma" y un "retfoulo",en el gue se distin

guen granulaciones crowdticaes,reunidas por fibras acrométicas.

El aspecto de la red cromidial varfa segén las especies y con la e-
dad de las células.:n alyunas es un ovillo demso,formado por nuwmero-
sos filamentos delgados;en otras em camblo,dicha red integrada por
un némero reducido de elementos de wayor didmetro.

La divisién es amitética y en algunos casos,la ordenacién paralela
de los cordones crouéticos al iniciarse el proceso,recuerda netsmen-
te la "haplowmitosis" de A.P.DANGEARD.

Opina GUILLIERMOND que el "cuerpo central" por estar en constante di

visidn,conservarfa cassi siempre una estructura filamentosa,no habier
do en realidad estados de reposo.
Con wétodos espaeciales,a wds de las grenulaciones orométicas,se ob-

serva en el "cuerpo central®™ los "corpdsculos metacromfticas",que o
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rresponden a los "grénulos rojos" de BUTSCHLI,a las "esferas mucila
ginosas"™ de NADSON,a los "grénulos de anabaenina" de FISCHER,y a la

ngranos de volutina"™ de MEYER.Por sus propiedades son idénticos a
los encontrados en levaduras y otros ascomicetos,no en el ndcleo

sino en su vecindad,comporténdose como sustancias de reserva.En las
células jévenes dichod grénulos son muy pequefioS y numerosos;en caw
bio,en las células adultas son esoasos y de mayor tamafo.

En su memoria del afio 1906,GUILLIEEMOND considera gue los "gorpds-

culos wmetacrométicos" se forman en el"cuerpo centrel®,representando

por lo temto productos de origen nuclear.

rosteriormente investiga la localizacién de la metacromatina y con-
cluye que estos elementos son el resultado de la precipitacién por
accién de colorantes vitales y fijadores,se una sustancia conteni-

da en vacuolas en el citoplasma periférico.Los "corpdsculos meta-

ocromfticos"sflo por un artiricio aparecerfan en el interior del

"cuerpo central".

W.H.BROWN(191l)estudia la divisién celular de Lyngbya sp.
Encuentra un "cuerpo central"™ 6 ndcleo,desprovisto de membrana,for-

mado por una red de finas fibras,a lo largo de las cuales el autor
ha logmado destacar pequefias granulaciones.Estos elementos,red y
granulaciones,aparecen embebides en una sustancia clara,que recuer-

da el jugo nuclesr.

E.ACTON(1914) investiga la estructura citolégisva de las ciamo-
rfceas monocelulares.(Chrooccocaceae).
Concluye gque en ellas mo hay un nicleo altemente especializado co-
mo en las células de las plantas superiores.

La estructura celular de 1as Chroocgogacega muestra segém ACTON, uns
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gradual transicién desde una vondicién indiferenciada en las formas

més primitivas,hasta las wmés especializades.tn esta serie,Merispo-
pedia elegans representa un estado intermedio y Chrooccocus magro-

coccus el wés evolucionado.

C.BAUMGAKIEL(1920) distingue en las células de las slges azu-

les una zona periférica pigmentade § "cromoplasma" y un "centiroplas

mg"incoloro,que corresponde Al "cuerpo central" de BUTSCHLI.

El "centroplaswa" representa un ndcleo abierto,sin wembrena,en el

cual se condensan los productos de asidilaciém en glicoprotefdos y
nucleoglicoprotefdos.

BAUMGARTEL comsicera que en las cianoffceas,el "cuerpo central" ten

érfa propiedades de ncleo y de plasto,razém por la cual lo denomis

na "carioplasto".
La divisién es siempre amitdtica.

A.DEHORNE (1920-1922) diferencia un cuerpo cromético,sin membra
na,de estructura reticular § filamentosa,cuya divisidn es compsara-

ble con ciertos estados de la divisién del nidcleo de Spirogyra sp.
Opina el autor que el aparato nuclear de les cianoffceas estf en

constante divisién y en consecuencia,nomm se observe membrana gue

delimite el "cuerno central" ni ndcleos en estado de reposo.

A.W.HAUPT(1923) destaca en las cdlulas de las Myxophyceag una
"sustancia central",de aspecto granular,que constituye un ndcleo de
organizecién primitiva.

No observa membrana,ni formacién de cromosomas,ni fibras acrométics

que sugieran um proceso cariocinético de divisién.La divisién es es

trictamente amitética.
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Opina el autor,que la divisién de la "sustancia central",comn algu-

nes § todas las fonciones de la crowatina,podrfa anticipar el meca-

nismo witdtico de los ndcleos bien diferenciados.

S.LEE(1927) considera al "cuerpo central" como un nidcleo sin

wembrana, formado por una "sustancia ecrowmética" y "grénulos de cro-

wpatina" en ndwero mds § wenos defimido.

De la agregacién de los grénulos cromdticos resulta un espireus, que

posteriormente se resuelve en bastbnes que se asemejen a cromosomas.

No observa formaciénm de un huso y la divisidn del "cuerpo central"

precede siempre al clivaje celular.

LEE describe estados de reposo,en los cuales el "cuerpo central" a-

parece como un Unico corpdsculo homégeneo,intensamentie tedido y mam

teniuo en el centro de la cdlula por finas radiaciones.

Concluye que el "cuerpo central" podrfa ser comsiderado como homélo

40 del veraadero ndcleo de las células de las plantas superiores.

G.POLJ ANSKY y G.PETHUSCHEWSKY(1929)utilizen en el estudio ocito-

16gico de las cianoffceas la reaccidn de FEULGEN y como control de
la wiswa,la reccidn de MACALLUM para la identificaciém de P orgéni-
co,uno ce los elemantos constitutivos del dcido timonucleico.Emple-
an ademés las técnicas citoldgicas corrientes.
Los diversés métodos empleados conducen a estructuras superponibles.
La reaccién nuclear de FLULGEN es positiva y reproduce la estructu-
ra que df la hematoxilina férrica en los preparados biem diferencis
dos.

En el "cuerpo central"” encuentran un material que df FEULGEN y
MACALLUM positivas,y retiene ademés los colorantes bdsicos cowunes.

Admiten gue se trate muy probablewente de sustencia nuclefnica,a la
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que corresponde como elemento el £cido témonucleico.

La "sustancia gromética" se presenta en forma de bastones,grénulos,

etc.,unidos por finas anastomosis.No hay mitosis aparente,ni huso,ni
formacién de cromosomas.No observa membrana que delimire el "cuerpo

central".La divisién de los elementos croméiticos se realiza por sim-
ple particién transversal.

Concliuyen gue sus observaciones no les dan bases suficientes pe-
ra considerar al "cuerpo central" como homélogo del ndécleo de los or-

genismos superiores.Aproxiwen sus resultados a los de JUILLIZRMOND y

GARDNER.La "red goromidial"™ de GUILLIERMOND corresponderfa a la "sus-

tancia cromfética" de los autores.

P.GAVAUDAN y N.GAVAUDAN(1933)distinguen con colorantes vitales y
en preparados fijados y colorados,un "cuerpo central" cuya presencia
es constante en todas las células.Con esto verifican los resultsados
de GUILLIERMOND,contrariamente & lo sostenido por HOLLANDE,para quiex
el "cuerpo central” puede faltar en muchas células.

Concluyen los autores,que hasta mds amplia informacién,no Teche-

zan el valor de un ndcleo para el "cuerpo central" de las cianoff—
ceas.

HeF.M.PETTER(1933) estudia la reaccién nuclear de FEULGEN en una

serie de vegetales inferiores.kn las cianoffccas(Phormidium sp.),ob-
tiene una reaccién positiva locelizada em el "cuerpo central®.Estos
resultados confirmen los de POLJANSKY-PETHUSCHEWSKY y aportan nuevos

argumentos en favor de la hipétesis sostenida por GUILLIERMOND.

Ch.HOLLANDE y G.HOLLAKDE(1932-1933) aplican al estudio citolégiox

de las cianoffceas el mé§todo de coloraecién con eosinatos de soda de




azul y violete de metileno y llegen a una nueva concepcién de la es-

tructura citolégiva de las algas azules.Utilizan ademés las técnicas
comunes.

Opinan que el nficleo desnudé,sin mewbrana & "aparato cromidial" de

los autores,que df reaccién de FEULGEN y MACALLUM positivas,no debe

ser considerado como el reemplazante de la cromatina de los ndcleos

superiores,sino solamente cowo una secrecién protoplasmética particu

lar,propia de las cienoffceas y de muchos microbios patdgenos.Esta

secrecién no serfa constante y falta en las células jévenes de Nos-

toc verrucosum Vauch. y Phoruwidium uncinatum Gomont.Durante la divi-

sién,dicha secrecién protoplasméiica se reparte entre ambas células
hijas,por simple particién transversal.
£l ndcleo de las algas azules estarfa en cambio representado

por el "mucleosoma" & "aparato pucleosémico”,formado de dos elementa

que 8e coloran diferentemente con los eosinatosiel "centronucleoso-

wa" que en preparados wmuy decolorados toma un tinte azulado,pegueflo

y generalmente en divisién;y el "epibucleosoma",de mayor tamefio,ados

do 8l anterior y gque en iddnticas condiciones se tifie em rojo viola-
do.

En cada célula habrfa numerosos"nucleosomas",los cuales se multipli-

can por simple estiramiento,siendo frecuente observar un fino "trao-

tus" que une los dos "nucleosomas" hijos.

J.K.SPEARING(L937)encuentra en las especies de ophyceae es-
tudiadas,un aparato cromético presente en todas las células con ex-
cepdién de heterocistos y células en degeneracidn.

En los elementos jévedbes,el aparato orowdtico se presenta como un
nretfculo cromético", formado por grépulos de diferente tamafio,que se

tifien intensemente y unidos entre sf por finas enastowmosis.lLas malla
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del retfculo son cowparables a las de un ndcleo ordimario.No observa
membrana que delimite el "cuerpo central".

En las cflulas viejas el"retfculo cromdiico" aparece menos denso,me-

nos definido,ocupa la weyor partie de la célula y se wmuestra comsti-
tufdo por gruesos filamentos intensamente teflidos y de espeoto den-
droide.Zocuentra ademfis un néimero variable de corpdsculos semejantes
g nucleolos.

La ¢ivisién es aumitética.Consiste en une estrangulacién graduel del
"cuerpo central®™ y parece ser previa al clivaje ceslular.

S¥LARING no logra revelar la presencis de elementos semejantes a cro-

mosomas,ni encuentra trazas de huso acromético ni fibras.

B.DELAPORTE(1940) estudia la oitologfa de Spirulina versicolor.
Comprueba la existencia de un "filamento central®,constante en todas
las cdlulas y que muestra los caracteres de la cromatina.Dicho "file
wmento central" dd una reaccién de FEULGER positiva.

A este elemento los sutores denominan "cuerpo central"™ y le atribu-

yen el pepel de un nécleo celular.
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Ve este resefla bibliogréfica,referente a los datos que resumen

los conmocimientos respecto sl "guerpo cemntral"” de las cianoffceas,

vewos que tanto su estructura citoldgica cowo su significacién ce-
lular,han sico diversamente interpretados por los distintos investi-
28a0ores.

Les cuestiones wés importantes que desae unm cowienzo polariza-

ron la atencién de los citélogos puede resumirse as{:

1)~ Existe un ndcleo en las células de las ciamoffceas?.
2)- Cual es su estructura .

3)— El mecanismo de la divisién es 31mplemente directo 4§ co-
rresporde a un proceso cariocimético?.

SCHMITZ,el primero gque se ocupd de la citologfa de las algas

azules,niega la existencia de un ndcleo en las wismas.
MASSART,MEYER y FISCHER consideran al "cuerpo ceniral" como u-

na zona de scumulacién de sustancias de reserva.

En cembio,le mayorfa de los sutores coinciden en admitir 1la exis-

tencia de un nécleo sin membrana,de organizacién primitiva y cuya

divisidn precede al clivaje de la cdlula.

yara BULSCHLI,NADSON,GARDNER(con excepcién de Symechocystis aguati-

lis Sauv.),QUILLI “RiOND, BAUMGARTEL, DEHORNE, HAUPT , POLJ ANSKY -PETRUS-

CHEWSKY, SPEARING, etce.,8l proceso de la divisién del "cuerpo centra

es simplemente emitético 6§ emcuadrarfa & lo suic dentro de la haplo

mitosis.

Por el contrario KHOL,OLIVE y PHILLIPS opinan gue la divisién es

cariocinética y describen la formacién de cromosomas.
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En cudnto al nimero de ndcleos exixtentes en cada célula,todos
los autores coinciden en admitir umo por célula,con excepcién de HO-
LLANDE, quien observa varios nucleosomas en cada célula.

For otra parte,hay uniformidad de opinion,respecto a la natura-
leza proteica del "cuerpo central" § de sus elementos.Cowpletamente
aislado queda el punto de vista de FISCHER,para quiem la composicién
qufikica del "cuerpo cemtral" corresponde a la de um carbohidrato que
denomina "anabaenina®por ser particularmente abundante en especies

del yénero Anabaena.
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CapeII-MATERIAL

El material de estudio procede de la ciudad de Buenoa Aires y

sus slrededores.Ha 8ido recogido en charcos,lagunas,fuentes,zanjones
y sobre tierra hdweda.
Les cisnoffceas comparten este "habitat" con diversos mioro-organis-
mos (bacterias,hongos,diatomeas,cloroffceas,etc.) ,y para identificar-
l1as § estudiar su estructurs deben ser aisladas y cultivadas en me -
dios artificiales.

En el proceso de la purificacién,sélo se ha llegado &l cultivo
uni-alizal,ya que desde el punto de vista citolégico era innecesaria

1a preocupacién de obtener cultivos bacteriologicamente puros.
Las muestras recogides se siembran,bien en agua de canilla estéril

con 0,02% de fosfato bipotdsico,§ sébre mezolas de tierra,arena y a-

gua,estéril,y se exponen los frascos & la lusz.Al cabo de um tiempo

variasble,una £ tres semanas,la presencia de cianoffceas se revela por
su color verde azulado caracterf{stico.

AL partir de este material se obtienmen los cultivos uni-algales.

Cultivo mni-algal.

Se ha seguido la téonica empleada por CZURDA(1925) para el ais-
lamiento de conjugadas y la utilizada por CATALDI(194l) para el aisla-
miento de cianoffceas y alzas monocelulares.

En una caja de Petri estéril,se vierte esterilmente 15 ml.del me-

dio de ocultivo adecuado,adicionado de agar lavado al 1,5%#.Se deja en-



friasr.Como hace notar CATALDI,puede utilizarse solamente agua-agar al
1,5% puesto que no se e¢spera el desarrollo de las algas.Una vegz soli-
dificado el medio,se deposita sobre la superficie um copo del mmte-

rial previawmente lavado con agua de canilla estéril.La caja se coloca

abierta § invertida en una estufa & 379C duraente 10 £ 15 minutos,a
fin de secar la superficie del medio y reducir el agua del copo.Luego
la caja se expone & la luz,a la temperatura del laboratorio durante
algunas horas § hasta el dfa siguiente.

Durante este intervalo,las cianoffceas filamentosas dotadas de movi-
mientos deslizantes se amlejan del ccpo inicial(punto de infeccién mé-
xima) ,y 8¢ procura aislar los filamentos mfs distantes del punto de la
siembra.El aislamiento se realize directamente,cortando el troocito de
agar que lleva los filamentos,con up bisturf eatdril.El material se
pasa 81 medio de cultivo y se expone a la luz difusa,8 la temperatura
del laboratorio.

Segdn las especies,al cabo de 3 £ 7 dfas,se observa un desarrollo a-

bundante.

Las cienoffceas se hen cultivado en el wedio de DLETMER(1),con

muy buenos resultadoss

Nitrato de caloéo_ % Qg.
Fosfato monopota&asico ’ &Y.
Cloruro de potasio 0,25 gr.
Sulfato de magnesio(7 Hp0) 0,25 gr.
Ague de canilla 1.000 ml.

Se diluye en la proporciém de 1:3 y se adade 0,01% de cloruro férrico.
Esterilizur durante 15 winutos a 1209C.Filirar,repartir em tubos de

ensayo y esterilizar nuovamente.Si se desea un medio aélido,agregar
al apnterior agar lavado en la proporcién de 1,5%.

Loa cultivos se realizen en tubos de ensayo(160 mm. x 16 mm.) y prefe-

(1)Tomado de A.S.WAKSMAN,Principles of Soil Miocrobiology,pg.218.
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rentemente en wedio 1fquido.Se exponen & la lugz difusa y se mantie-
nen & la tewperatura del laboratorio.Se repican cada 15 dfas,a fin
de disponer en todo momento de forwas Jévenes,en crecimiento acPivo.

De esta manera se ha podido cowprobar que las estructurss observadas
se mantienem & través de unm gran ndmero de generaciomnes.

Para conservar las cepes,se slembran en frascos de 120 ml. de ca
pacidad con 80 ml. de wedio de cultivo.Se wantiemen en forma anflogs

a los anteriores y se repican cada 4 € 5 meses.

Hewos estudiado las siguientes especies de Bchizophycese:

Miorocolsus vaginatus Gomont.

Phormidium sutuwunale Gowont.(3 foruwes).

Oscillatoria Grunowiena Gomont.(2 formas).

Oscillatoria animalss Gowmont.

Lyngbya Giuseppei Drouet.
Plectonema Nostocorum Gomont.

Plectonema purpureum Gomont.
Calothrix parietina Bormet et Flahauly.

y uwja especic no identificada de Schizomycetes:

Begzglatoa sp.(l).

De da determinacién sistemética del material estudiado,se ha o-
oupado el Doctor FRANCIS DROUET del "Field Museum of Natural Histo-

Zy"de Chioago(U.S.A.) ,8 quien agradecemos su valiosa colaboraciém.

La priwera colecocién de cepas enviada al Dr.F.DROUET provenfa

(1)Agradecemos a 1a Dra.M.S.CATALLI 1las cepas que gentilmente nos
ha facilitado.
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de cultivos en wedio lfquido;los fiiamentoa fueron extendidos sobre

papel "celofan".lado que la sistewética de las cianoffceas se basa en
gran parte en las caracterfsticas de la vaina,y §sta puede faltar en

el mwaterisl cultivado en medio 1fquido por deslizamiento de los trioco-
mas( DROUET,1943) ,el Dr.DROUET nos suyirié la idea de cultivarlas sobre
tierra estfril himeda,a fin de evitar este serio inconveniente.Las co-
lecciones remitidas posteriormente fuerom preparadas en estas ocondioio




Cap.I1I-METODOS

El wmaterial se na eatudiado:
@)-"In vivo".

b)-Fijado y golorsedo.

a)-0baervaciones con material vivo.

La observacién "in vivo" se realizé en gota pendiente con el
mismo medio de cultivo;los bordes del cudbre-objetox se untaron con
parafina fundids 6 con vaeselina,a fin de evitar el desecamiento por
evaporacién.En estas condiciones se aprecid fécilmente el movimien-
to de los filamentos,existencia § susencia de vainas,la distinta re
fringencia de los diversos elementos celulares,formacién de hormogo-
nios,morfologfa de los €pices de los tricomas,presencia de hetero-
cistos y su posicién en el filawento,etc.

Ademés de 1la observaoiénm directa,el materiasl se sumergié en so
luciones de diferentes colorantes,segdn los elementos que se desesa-

ron recomocer.

ldentificacidn de grasas:se utilizé una solucién saturada de
Sudan 111 en alcohol 70%.Los filamentos vivos se pusierom en contao
to con el reactivo durante unos 30 minutos;luego se enjuagaron rﬁpb
damente con agua y fueron examinados en una gota de glicerina.Las

gresas aparecen tefiidas em rojo.



27

Identificacidn de alwidén y glicégeno:se empled el reactivo de

Lugol.Sobre un porta-objeto se extendid uma pequefia cantidad de ma-
terial vivo en una gota de la solucién iodo-ioduro de potasio;des-
pude de cubrir se examiné al mioroscopio.

En estas condiciones,el almidénm se tifie en azul intenso y el glicd-
geno en pardo rojizo.Ambas coloraciones desaparecen por calentamien

to a 60° ¢ y reaparecen al enfriar el preparado.

Coloraciones vitalaes: esatas coloraciomes sélo son vitales du-

rente un oorto perfodo de tiempo,segin la toxicidad del colorante y
la concentracién de la solucién empleada.

La identificaoién de cromatine y metacromatina se realizd con azul
gg,metileno(l ol. de solucién saturada de azul de metileno en alco-
hol 70% wfs 30 ml.de agua destilada).Para diferenciar cromatina de
metacromatina (volutina de MEY:ER),se usé dcido sulfdrico al 1%,agua
hirviente,etc.

El sistema vacuolar se coloré con Rojo neutro en solucién
0,002% € 0,0085%.

b) -Qbservaciones con material fijado y ocolorado.

Se han utilizado cortes de 2 £ 3 micrones de espesor y materia

en pelfculas.
En el primer caso,el mftodo de la micro-inclusién de CHATTON y_LWOE

(1936) ,que consiste en englobar el material en agar al 1,3%,nos ha

dado éptimos resultados(l) .En el segundo caso,lss pelfculas de fila

mentos formadas em los cultivos jévenes,se desprendieron cuidadosa-

(1) Hemos descoripto detalladamente esta técnica,al utilizarla con
resultados satisfactorios en el estudio citolédgico de protozoa-
rios.(RABINOVICH,1940) .
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mente y sa pasaron al 1fquido fijador.
Tode la manipulacién requerida por la fijacién,lavado,coloracién,
deshidratacién y wontaje,se realizé pasando las pelfculas por uma
serie de cristalizadores dispuestos em ordem,con los 1lfquidos corres
pondientes,tomando el materiel con agujes y ansas de vidrio.Ya en
xilol § toluol,las pelfoulas fueron extendidas en bflsamo de Canadf
6 en resins Dammar.

Desde el punto de vista téonico y a fin de evitar cualquier e-
rror determinado por un (nico método,hemos procurado utilizer el me-

yor némero posible de mezclas fijedoras y los més diversos sistemas

de gcoloraciém.

Todos los wétodos empleados,adn con distinto valor,condujeron a la
obtencién de imé,.enes superponidbles,de modo gus se puede ooncluir
con una gran probabilidad,que las estructuras observadas no son ar-
tificios de preparacién,sino que corresponden a dementos normales de

la oélula.

Se emplearon las siguientes wezolas fijadéras:

BOUIN-HOLLANUE(1918) 6 mezala picro-cupro-aceto-férmica.Es el

Bouin clésico enriquecido en écido pforico por adicién de acetato
peutro de cobre.Con esta modificacién, HOLLANDE ha conseguido un fi-
jador més penetrante y que determine &l mismo tiewmpo una menor con-

traoccién del protoplasma.

Acido pforioco 4 gr.
Aceteto neutro de cobre 2,0 gre.
Formol 42% 10 ml.
Acido acético crist. 1,5 ml.
Agua destilada 100 ml.

La fijacién se prolongé durante tres dfas y luego s8e lavé 24 horas
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con agra corriante.kste fijador conviene principalmente para colora-

ciones unlteriores ocon hematoxilina férrica y conserva las més deli-

cadss estructuraes.Con todo,determina une ligera contraccién de las
células,contracciédn manitiesta especialmente & nivel de las paredes

transversales.

FLEMMING 6§ mozcla cromo-aceto-&smica.Hemos ensayado con buen re

sultado,la wezola débil § wmedia y la mezola fuerte.

8)-Fleuming medio:

Aoido crémico 1% 16 partes.
Acido 8smico 2% 4 v
Acido acdtico crist. 1 »
Agua destilada 4 £ 5 partes.

b) ~-Flemming fuerte:

Acido orémico 1% 15 partes.
Acido Ssuico 2% 4 "
Acido asoético orist. 1 U

En uno como en otro casé se fijaron trozos pequefos,puds es

un fija-

dor poco pumatrente.tl tiempo de fijacién oscilé entre 24 y 48 horas

y luego se lavé prolijamente con agua corriente.A pesar de ser un fi

Jador excelente para les algas azules,no lo hemos utiligado

sistemftica,debido al elsvado precio del 4cido désmioco.

Megclas fijadores a base de sublimado:

en formsg

a) -Sublimado puro:es una solucidn acuosa satureda dé cloruro

mercdirico.Se ha empleado para la coloracién de FEULGEN'.

b)-Sublimado acético:

Sol.ac.sat.de cloruro mercdrioo 92 partes.

Acido acétioco glacisl

c)-Sublimado acftico de ILULGEN:

Sol.ac.sat.de cloruro merodrico 100 partes.

Acido acétioco glacial 2
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Tanto el sublimado puro como el sublimado acético,son fijadores poco

penetrantes,razén por la cual las piezas a fijar deber ser de tamafo
reducido.ve fij§ durante 12 £ 24 horas como méximo,porque sino el me-
terial se torna quebradizo.El lavado debe ser muy cuidadoso y fué
realizado ocon alcohol 50% £ 70% adicionado de algunas ‘gotas de solu-
cién iodada,que favorece la eliminaciém del merocurio bajo forma de
ioduro de mercurio soluble.Ll lavado se prolonga 2 £ 3 horas,cambian-
do varias veces el alcohol iodado.

La fijacién con sublimedo acdtico es favorable para las ocoloraciones

con hematoxilina férrica y es la mfis conveniente para la reaccién nuv-
clear de FEULGEN.

Mezcla gg,RANDbLPH(IQSS) 6 mezola cromo-aceto-férmica,designada

generalmente con el nombre de Craf.

Por su composicién es del tipo del NAVASHIN,BELLING y comstituye um

excelente fijador para el eatudio de cromosomas.Favorece especialmen-
te las coloraciones con oristal violeta,hematoxilina férrica,etc.
Consta de dos soluciones que se mezclan en partes iguales en el momen

to de fijar el materials

Solucidn a:

Acido orémico anhidro 1l gr.
Acido acético glacial 7 ml.
Agua destilada 92 ml.

sSolucidén B:

Formol neutro 30 ml.
Agua destilada 70 ml.

Se fiJ6 durante 12 £ 24 horas y el lavado se hizo com alcohol 75%,
cambiéndolo 3 £ 4 veces,a intervalos de 15 minutos.

Este fijador nos ha dedo excelentes resultados y ha sido empleado sis



31

tématicawente.

Vapores de ficido ésmico al 2%:se ensayé la fijacién de filemen-

tos extendidos sobre cubre-objetos ocon vapores de dcido ésmico al 2%,
segin la tdcnica utilizada por ROBINOW(1942) para el estudio oitolé-
gico de bacterias. En el caso de las algas azules,este fijador dd re-
sultados muy inferiores a los obtenidos con cualguiera de las mez-

clas fijadoras anteriormente enumersadas.

Métodos de coloracidém

Coloracién con hematoxilina férrica de HEI¥DENHAIN: segén C.E.

Mo CLUNG(1937) ,pg.190,"This is ithe finest stain available for cytolo-

gical work.It is adaptable to most structures,exceeds all others in

precision on chromatin-oontaining elewments and many other partis and

in general dependebility end permanence far outdistances all others",

Ademés,esta coloracién permite obbener un mayor contraste entre cito-
plasma y estruoturas nucleares.

Da resultados igualmente ventajosos despuéds de cualquiera de los fi-
Jadores indicesdos.

La coloracién de efectYa en tres tiempos:

a)-Mordentaje:los cortes 6 pelfculas del material ya hidratades,

se pasaron al mordiente(solucién de alumbre de hierro al 4%),durante

1 hora.

Para preparar el mordiente se eligleron cristales de color violeta y
la disolucién de los mismos se hizo en frfo.Este reactivo mo se con-
serva durante mucho tiempo.

Finelizado el mordentaje el material se lavd ocon agua ocorriente dursn
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te 5 minutoe y

b)-Coloracién: con hematoxilina férrica &l 0,56 durante 1 hora.

Se preparé una solucién medre del colorante al 1% y la diluoién se
hizo en el mowento de usarla,con agua destilada.

Bonoclufda la coloracién,se enjuagé con agua comén y

¢)-Diferenciacién:en ¢l método primitivo,la diferenciacién se
realiza con alumbre de hierro al 2%,3%,4%,8iendo la decoloracién
tanto més rfpida cudnto mayor es la concentraecién.Hemos empleado cor
éxito la modificacién propuesta por E.Ch.1UAN(1930),que consiste en
utilizar como diferenciador una solucién aguosa saturada de £cido pf
grico.El proceso es lento(30 & 40 minutos) y se siguid al miorosco-
pio.

Una vez lograda la diferenciacidén justa,los cortes & pelfoulas

de material se lavaron prolijamente con agua corriente(30 £ 40 minpu-
tos) ,a fin de eliminar completamentie el dcido pferico,que podrfa de-

terminar un empalidecimiento ulterior de la coloracién.En un prepars

do bien diferenciado,el protoplasma queda practicsmente incoloro.
Luego son pasados a alcohol 50% adiocionado de unas gotas de amonfa-

co,que hace virar el color al azul intenso,cesi negro.Se continud ls
deshiuratacién: alcohol 70%----- 90%-==-- 100%(3 pasajes;~-----Alcohol
100% més toluol----- Toluol(3 pasajes) ----- montaje en bflsamo de Ca-
nadd 6§ en resina Dammar.No se utilizaron colorantes de fondo.

Este mdftodo nos ha permitido obtsner las imfgenes més netss y

lag gstructuras mejor delimitadas.

Coloracién con gristal violeta: es un colorante bésico,de granm
aplicacién histolégica y citolégica como colorante nuclear.Si bien

el método es wds breve que el de la hematoxtlina férrica,no propor-



ciona en cambio,diferenciaciones tan netas.
Se ha seguido la tdcnica indicade por L.LA COUR(1931).La fijacién se
hizo con la wezcla de RANDOLPH(Craf).Los cortes 6 palfculas se pasa-

ron &;

a)-Coloracién: se realizd en una solucién al 1%(en agua destila=

da) de oristel violeta,durante 10 minutos.Despuds de emjuagaer en a-
gua se pasé el material por:

Iodo al l?gg; IK al 1%

en alcoho 30 & 45 segundos.
Alcohol 95% 2 segundos,
Aloohol 100% 4 "

b)-Diferenciacién:se realizé con esencie de clavo,siguiendo la

warcha al microscopio.Es eate el paso mfs delicado de la técnica por-
que la diferenciacién es sumamente répide.Luego se pasaron a toluol
(3 pasejes),dejando el material durante 15 minutos en el €ltimo bafo.
Esto asegure la prolija elkdinacién de la esencia de clavo y evita
que la diferenciacién continde y decolore el preparado.El montaje se

hizo en bflsamo de Canadé.

Coloracién con eosinatos de soda de azul y violeta de metilemo:

mftodo aconssjado por Ch.A.HOLLANDE.La soluoién colorante fée prepara-
da segdn la técnica de dicho autor(1916).El material se fijé con Craf
6 con la mezclae de BOUIN-HOLLANDE.Los eosinatos se ensggaron en solu~-
ciones 1/20,1/40,1/60,0bteniéndose el mejor resultado ocon la dilucién

1/20 (1 gota de colorante por wl.de agua destilada).El tiempo de colo-

racién se hizo variar de 1 £ 12 horas,a la temperatura del lsborato-
rio.Laego el material se lavé con agua destilada.

Para la deshidratacién se utilizé el alcohol amflico acomsejado por

HOLLANDE.Se sumergidron los cortes § pelfoulas en dicho alconol dur ap-

te un tiempo variable Y despuds se pasé a toluol(3 pasajes) & fin de
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eliminar parfestamente el alacohol rmflico.Se monté en bdlsamo neutro

de Canad4.
iste mftodo de deshidratacién tiene el inoconveniente de ser largo;

wés breve 4§ iguaelmente ventajoso nos he resultedo pafar el matarial

por mezolas proxrasivas de acstona y xilol.

Coloracidén con carmfn acético:este colorante que sirve simulté-

neamente como fijador,se lo hizo actuar dirsciawente sobre los fila-

wentos vivos de cianoffoeas.
31 reactivo 36 prepard segin el procedimiento inmdicado por B:ELLING,
y para 3jue la coloracién fuera més intsnsa se s3adié una pequeifsima

cantidad de hidréxido férrico.Fué sufigiente para lograr este objsto,

tocar 91 material ocon agujas § lancetas de hierro.Igualmente eficaz
resulté el agregado de unas gotas de acetato férrico,modificacién su-

gerida por S.HOROWITZ(1926).

1écnica de la coloracién:las pelfculas vivas 6 previamente fije

das con alcohol acdtico,se sumergieron sen carmfm acético(en un peque-

fio oristalizador) y se afadid unas gotas de hidréxido férrico 6 ace-
tato £érrico.Se ocubrid con un vidrio de reloj,calentendo suavemente
sobre la platina de Malassez hasta que el 1lfquido emitiera vaporee,
curante 5 € 10 minutos.

En nuestro ceso,hicimos montajes permanente segén el mdtodo de W.C.

STEEAE(1931) con resultados excelentes;una vez separadas las pelfou-

las del aceto-carm{n,se lavuron con 2 partes de fcido acético gla-
cial(99%) més 1 parte de sloohol 100%.Luego el material se pasé por:

1l purte de £cido acético glmcial més 2 partes alc.l00%

1 " " " " L] " 9 " " .

Fl1 pasaje por estay mezolas debe ser muy répido porque de lo contra-

rio 8e corre el rieasgo de perder la colorecidn.Se continué la deshi-



dratacién pasando por alcohol 100%(1 £ 2 minutos)----- eloohol 100%
més toluol en partes iguales(2 € 3 minutos)-~~-- Montaje direoto em
bélsamo de Canadé.(l).

El ocitoplasma queda préctioamente incoloro y el material oromético

se destaca intensamente tefiido en pdrpura.

Coloracidén oon orcefna actica:se practicaron algunas coloraoio

nes con orocefna acftica al 1%,segfin el mftodo indicaedo por L.LA COUR
(1941),a quien de debe el descubrimiento de este ocolorante natural.
El reactivo se prepard disolviendo 1 gr. de orcefna en 45 ml.de doi-
do acftico glacial caliente;despuds de enfriar se afiadid 55 ml.de a-
gua destilsda.Se agitd y filtré.

La coloraoién resulté igualmente eficaz,ya con material vivo 6 pre-
viamente fijado com alcohol acdtico,como en el caso del carmin.

En cuanto a la tdcnica de la ocoloracién,se.procedié como en el
caso anterior cuidando que el calentamiento no fuera excesivo.Para
separar el colorante,las pelfculas filamentosas se lavarom ocon &cido
acdtico al 10%.

Se obtuvo un montaje permanente,pasando los filamentos por:

Aloohol 80k 2 minutos.
e Alocohol 100% 2 "
Toluol 2 pasajes de 5§ £ 10 minutos oca-

da uno.Montaje en b&lsemo de Canadé.

Coloracién oon Giemsa:el material se fijé con la mezcla de

BOUIN-BOLLANDE..La fijacién con Craf dié resultados inferiores.

(1)En I aljdad el mftodo de STEERE es solamente una modificacién de
a z'c oa indicada por_~
B.MoCLINTOCK(1929).
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Se ha seguido ¢l mftodo indicado por C.F.ROBINOw(1942),quien obtuvo
resultados satisfactorios enm el estudio del apareto nuclear de bacte-

rias,ntilizando vspores de dcido Ssmico al 2% como fijador y colora-

c¢ién con Giemsa,previa hidrélisis con HCL normsl a 60°_,
Ya vimos que los vapores de &cido Sswico el 2% no constituyen un fi-
jador spropiado para las algas agules.En cuanto a la coloracién,los
ensayos realizados con y sin hidrélisis condujeron a resultados su -
perponibles.

Tdonica de la goloracién:las pelfculas filamentosas ya fijadas §

hidratadas,se pasaron al colorante-l gota de solucién Giemsa por cada

ml.de agua destilada fresce-,durante 1 hora a la temperatura del la-
boratorio.se ensayaron diversos tiempos de coloracién(hasta 12 horas)
pero sin resultados ventajosos.

Después de un lavado répido con agua destilada,la #iferemciacién y
dgshidratacidn del waterial se hizo con las siguientes mezolas de a-

cetona y xilol:

Acetona 95 ml.

Xilol 5 ml. 2 € 4 segundos.
Acetona 70 ml.

Xilol 30 ml. 10 segundos.
Acetona 30 ml.

Xilol 70 ml. 10 segundos.

Se pasé luego a xilol puro y el montaje se realizé en bé&lsamo neutro

de Canadd.

Coloracién nuclear d¢ FEULGEN:esta téonioa fué deserrollada ori
gipariamente por F.FEULGEN y H.ROSSENBECK(1924),00omo una reaccién mi

croqufmica de alto grado de especificidad.Permite reconocer la pre-
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sencia de Scido timonucleico(dcido nuclefmico del timo,del esperma

de los peces,de diversos tejidos animalss y de muchas célules vege-
tales),cuyo nucleoprotefdo constituye el principal elemento de la
sustancia que en el ndoleo celular se denowins oromatina.De ahf que
indirectamente,esta Joloracién se considere como ume reaccién de

sustancia cromftica.
El fundemento del m§todo,es gue por hidrélisis con HCL mormal a 600

C.,8e escinde el foido timonucleico en sus elementos constitutivos:

foido fosfdérico,hidratos de carbomo y nuerpos mitrogenados de cardo-

tor bdsico débil(purinaes y pirimidines).Ahora bien,la presencia de

determinados hidratos de carbono(d-2-desoxiribosa para el fcido ti-

gonucleico segin algunes autores),conduce por hidrélisis a la libe-

racién de grupos sldehfdicos yue reaccionan con la fuchsina decolo-

rada,regenerando su color pérpure.
.a técnica original,si bien seguida en sus lf{neas generales,ha su-
frido algunes modificaciones segdn el meterial al que fuera aplioca-
da.

in las cianoffcsas,POLJANSKY y PETRUSCHEWSKY (1929) , PETTER(1933),
SPuARING (1957) ,DELAPORIE(1940) han encontrado una reaccién de FEUL-
GEN positiva localizeda en 8l "cuerpo cantral" de les mismas.

Para lu téonice de FLULGEN se tuvieron en cuenta los trabajos
de LeA-MARGOLENA(1931-1932),J.4.DE 2OM.SI(1936),J.R. LUDFORD(1928),
B.B.HILLAHY(1939-1940) y el de H.E.WARMKFE(1941),en base & los cuales

hemos realizudo el método que describimos & continuacidn.

1l)-Reactivos para le reaccién de FLULGEN:

a)-Reactivo de SCHIFF 6 fuchsina bésics decolorada: en un Er-

lenmeyer se puso 1 gr.de fucheins bésica(fuchsina de Gréibler),y se
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agrezgd 200 wl. de agua destiluda hirviente,que disolvié rapidamente
la fuchsina.Se dejé enfriar hasta 500C.,se filtré pasando la solu -~
oién a un frasco de color caramelo,dénde se comservé el reactivo al
cual se alladid 20 ml.de HCL normsl.Después de enfrisr hasta 25°C. se
agregé 1 gr. de bisulfito de B0dio.Agitdse el reactivo y el frasco
tapado hermeticemente se mantuvo a la oscuridad durante 18 & 24 ho-
ras.

Un buen colorante debe decolorarse en este intervalo de tiempo.La so-
lucién colorante presentaba un tints amarillento 6 ligeramente rosa-

do.

b)-Solucién sulfurosa de lavado: a 200 ml. de agua destilada se

afadié 10 ml. de HCL normal y 1 gr. de bisulfito de sodio.

Esta solucién se prepard em el womento de utilizarla.

2)-Técnica de la coloracién de FLULGEN:

a)-Fijacién:como fijador se utilizé sublimado puro,sublimado a-
gftico y sublimado acético de FLULG:EN,siendo los dos dltimos los més

ventajosos.La fijacién con Craf dié resultados inferiores.

Los cories & pelfculas del material,ya fijados § hidratados,se deja-

ron durante la noche en alcohol 96% a fin de evitar toda reaccién

plaamlo

b)-Hidrélisis y coloragién:los cortas & pelfoalas se pasaron a

agua destilada y luego & una solucién de HCL normsl frfo duraente 1 £

2 minutos.Despuds se hizo la hidrélisis enm HCL mormal a 609C.,en ba-

do de agua,durante 6 £ 10 minutos,tiempo conveniente peara este mate-
rial.Después,se enjuagaron con HCL normal frfo,agua destilada y se
pasé al golorante(fuchsina bdsica decolorada),durante 3 £ 6 horas,en
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