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IITRODUCCIOI

Dada la importancia que ofrecen las investigaciones cito

ldgicas de los microorganismos,consideramosque constituiría una

contribución interesante el estudio citoldgico de las algas azu
les,taxonomicamente proximas a las bacterias(l) y con una estruc
tura celular mía diferenciada.

En realidad,en un comienzo pensamos abordar directamente

el estudio citoldgico de las bacterias,tema de tesis sugerido por
el Ing.Agr. su'ros SORIAIOJ’eroal ensayar las t‘onioas citol‘gi

oas a emplearse utilizando las algas azules comot‘rmino de compa

ración,pudimos observar en las c‘lulas de estos organismos una con

riguracidn peculiar que no concordaba con las descripciones exis

tentes,por lo cual consideramosde interes proseguir el desarrollo
de estas investigaciones.

La revisión bibliogr‘fioa desde los primeros trabajos de

SCMTZ(1879).hssta las últimas contribuciones de GUILLIERJDID,

(l)En el sistema de clasificación de los vegetales de ENGLER
PBAITL,lasalgas azules(Schizo ceae y las bacterias(SoEIzggzge
tes’se agrupan en la misma v s n chizopglta).



BDLLANDE,POLJANSKYLPETBUSCHEWSKY,SPEARINGy otros,revela que la es

tructura celular de las algas azules ha sido objeto de constante
controversia.Si bien todos los autores concuerdan en describir en

las celulas un citoplasma perifírico y una zona central,-deposita
ria de la sustancia oromítica para algunos-,es Justamente respecto

al caracter morfológico,naturaleza histoqufmica,ndmero y mecanismo

de divisián de este elemento central,d6nde divergen las interpreta
ciones de los autores.AsI,mientras unos niegan la existencia de nd

cleo en las algas aaules,otros consideran a la zona central,-guerpo
central'-,como un núcleo comparable al de las celulas de los orga

nismos superiores 6 comoun antecesor filogen‘tioo del mismocon un

valor funcional equivalente.
Aunlos investigadores que sostienen la existencia de un ndols

divergen respecto al mecanismode su división.Para unos es una cs

riocinesis típica,para otros,se trata de una simple amitosis 6 a lo
sumo,de un mecanismo intermedio 6 haplcmitcsie.

Considerandoeste tema de particular interls,decidimos abordar
en el presente trabajo de tesis el estudio citol6gicc de las Schizo

ceac,con el objeto principal de aclarar en lo posible: el signi

ficado histofisioldgicc del cuerpo central de las mismasen las dis
tintas fases del crecimiento.

Este estudio ha sido desarrollado de acuerdo al siguiente plan
- i i a d numeros s e e ies de ci o

rroíla°ÉIïïíífitgïa3,3°} fi Se vgr ficar a eggsgancia de a
estructura del cuerpo central.Ex men"in vivo',d1reoto 6 con
colorantes vitales,y de material fijado y colorado segun di
versas t‘cnioas que ermitiesen el anllisis comparativodelas estructuras resu tantes.



2)-Aplicac16n de colchicina y sulfanil-amida a filamen
tos de cianoffceas,con objeto de verificar la posible varia
ción del númerode granulaciones cromáticas del cuerpo cen,tral durante las diferentes fases del desarrollo.

Al final,añadimos un breve estudio de la estructura oitoldgi

oa de una sepecie no determinada del g‘nero Beggiatoa(Thiobacteria
les).El hecho de presentar estos elementos un aspecto morfológico

muysemejante al de las Oscillatoriaceae,hacfa de interes indagar
si concomitantensnte a esta analogía externa podía revelarse en

Beggiatoa sp. una estructura que oorresppndiera a1 cuerpo central
de las cianoffceas.La posible existencia de tal estructura.permiti
rfa establecer a travls de las Beggiatoaceae un vfnculo entre_ggg¿;

zogxcetes y Sohizopglceae,vfnculo que por otra parte algunos auto
res atribuyen a ciertas especies del orden de las Thiobscteriales

{Rhodobacteriacese).



Cap.I-ANTECEDENTES

Desde la publicación del primer trabajo sobre citología de ciano

ffceae ,SCHMITZ(1879),numerososinvestigadores se han ocupado de este

tema.Es de notar que la estructura de las algas azules ha interesado

al citálogo.no a610;por el problemaparticular en sí,sino tambien des
de el punto de vista filogenítioo,dado que representen la transiciGn
hacia los organismos con un núcleo bien diferenciado.

En los trabajos de PHILLIPó,GARDHER.GUILLIERMOND,etc.,eeencontn

ran amplios resúmenessobre las investigaciones citcl6gicas realizada
sobre el tema.Enesta ccntribucián,dedicada en particular al estudio
del "cuerpo central",s610 nos limitaremos a reseñar los trabajos rela

cionados con este tópico.

E.SCHHITZ(1879)ensu primera memoria,afirma la existencia de un

elemento central,homügdneo,que considera comonúcleo celular,aunque n

logra demostrarlo en todas las cílulas.A1 año siguiente,ccmo resultad
de nuevas investi¿aciones,se retracta de su primera opinión y'concluy

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

0.BUTSCHLI(1890-1902)estudiadiversas especies de ciancffoeas y

bacterias.

(1) Tomado en 9.2.PHILLIPS(1904) .



Obaerva "in vivo" dos zonas facilmente diferenciableszun "cuerpo 232;

353;" incoloro y una "2225 cortical" limitada anteriormente por una
membrana6 pared cslular.Afirma que el "cuerpo central" representa ur

núcleo primitivo,sin membrana,aquivalente al núcleo celular de los o:

ganiamossuperiores.La "capa ccrtical" lleva el pigmentoy constituyc
el citoplasma de la célula.

En material fijado con alcohol y colorado con hematoxilina fírrica di

lufda,logra revelar en el "cuerpo central",un númerovariable de gra

nulos que se tiñen en rojo violado¡por esta razón los denomina "Egg;

gglgg_gglggf y comprueba que a veces pueden faltar 6 existir también

en la zona cortioal.En un principio supuso que estos 'grfinulos rojos'

correspondían a los grfinulos aromáticos de los núcleos superiores,pe

ro posteriormente pudo comprobar que por sus propiedades químicas di

ferfan de la sustancia oromfitica.Ademfis.enel curso de otras investi.

gaciones encuentra que los "gr‘nulos rojos" del"cuerpo central"y del

plasma son diferentes.
Para BUTSCHLIla división es directa,aunque en algunas especies cbser

va ciertos aspectos que recuerdan una mitosis.

G.31EHONYMUS(1893)admitela existencia de un n6oleo,representadt

por un filamento mas 6 menosespiralado y a lo largo del cual distin

gue gfanulos ordenados en hilera.No observa membrananuclear y propo

ne el nombrede "núcleo abierto" para distinguir el "cuerpo central"

de las cianoffoeas del "núcleo oerrado"6 con membranade las celulas

de los organismos superiores.

Encuentra en las algas azules una sola categoría de grínulos.

G.NADSON(1895)envarias especies de oianoffoeas y en dos espe



cies bacterianas verifica los resultados de BUTSCHLI.Distingueuna

"zona cortical" y un "cuerpo central" que ocupa la mayor parte de la

c‘lula,y en el cual se destaca la "sustancia gg relleno",de gran afi
nidad por los colorantes.

Considera tres tipos de gránulos:a)-gr(nulos gg cromatina,localizado
principal aunque no exclusivamente en el "cuerpo central".Correspon

den a los "grínulos rojos" de BUTSCHLI;b)-5r6nulosgg reserva,s610

revelables en la zona cortioal y a menudoa lo largo de las paredes

transversales.Corresponden a los grfinulos de ciancricina de otros au

tores;c)-microsomas,característicos de determinadas especies.
Concluye que el "cuerpo central" es muysimilar al núcleo de las pla

tas superiores y puede ser considerado comosu antecesor filOgethi

5,9,MACALLUM(1899)encuentraen el "cuerpo centrul'l una pequeña

cantidad de sustancia semejante a la cromatina,uniformementedistri
buida.que contiene hierro y fósforo orgánico y resistente a la diges

tián con Jugo gástrico artificial.0bserva dos tipos de grfinulosza)
localizados generalmente en la región periférica del "cuerpo central
se coloran con hematoxilina,contienen Fe y P y son solubles en Jugo
gíatrico;b)-solc presentes en la zona cortical,a menudoa lol largo
de las paredes celulares,sin Fe ni P y facilmente solubles en acidos
diluidos.
Concluye que en las cianoffceas no existe estructura alguna que co

rresponda al núcleo celular de los organismossuperiores.(l).

¿.MASSABT(1902)mediantecoloraciones vitales con azul gg_metile

(l)Tomado en_9¿g.PHüLLlro .



ng distingue en el "cuerpo central" una "sustancia fundamental",cons

tante,que identifica con los "gránulce rojos' de BUTSCHLIy los "gr!
nulos de oromatina" de NADSON.

Durante la división no observa diapoaición particular alguna de la
"sustancia fundamental",ni orientación de las granulaciones.0pina qu

laa cianoffceas carecen de un núcleo típicc,siendo la celula una sin

ple masaprotcplasmfitica,cuya porción periférica lleva el pigmentoJ
en cuya zona central ae acumulan determinadas sustancias,bajo forma

de granulaoiones coloreblea.

¿,ggzgg(19o4)al estudiar la distribución de la volutina en el
reino vegetal;describe en el "cuerpo central" de las oianoffceae,(!g

tocaceae y Oscillatoriaceae),numerosos gr‘nulcs gg volutina que el
autor asimila a los "granulos rojos" de BUTSCHLI.

En cuanto al significado del cuerpo central,máe que un nucleo celuli

se inclina a considerarlo comouna vaouola car¿ada de sustancia de
reserva.

De 1905 4 1905 aparecen los trabajos de PHILLIPS,gggL_yggggg.

Estos autores,si bien concuerdan en admitir en las algas azules la
existencia de un núcleo.que se divide mitoticamente,difieren en la

descripcián de las diversas fases de la división,afin en los casos de
considerar las mismasespecies.

gtgtggglg(1904)encuentra una estructura morfológica constante í
las distintas especies estudiadas.
Utiliza cortes de l a 2 micrones de espesor y material sin cortar.

Distingue "in vivo",un cuerpo central incoloro y el citOplasma perii
rico.



Conlos colorantes nucleares ordinarios,el "cuerpo central" aparece

formadode "vesículas gg cromatina",resistentes a la digestión con ju

go gástrico artificial.Dichas vesículas adquieren en cambiopor acciá
de dicho jugo,un color amarillo característico,semejante al observado

en núcleos de Spirogzga 3p.,en experiencias paralelas de control.No
observa membrananuclear.El ggpggg gg ggpggg esta representado por la

"vesículas de cromatina".Al iniciarse la división,estas vesículas ce
den su cromatina que difunde a través de todo el cuerpo central,form6

dose gradualmente un tetioulo,cuyos filamentos se coloran debilmente.

En dicho reticulo se observan gránulos de cromatina que se multiplica

por simple división transversal.
Én ningún momento,el autor encuentra una escisión longitudinal,mecann

mo que en los núcleos de los organismos superiores,asegura la repartL

ción equitativa del material hereditario.
El proceso de división puede detenerse en aquel estado.El retfculo en

tonces se estrecha en su parte media al mismotiempo que la pared tra

versal-inicia su crecimiento centrfpeto.Finalmente el cuerpo central
se separa en dos partes casi iguales,y el tabique forma la pared de ü
visión.
En otros casos el mecanismo es más complejo y se asemeja a una caric

cinesis primitiva.El reticulo se resuelve en un espirema y los grana
los de cromatina se disponen uno frente al otro.El espirema se orienü
en el sentido del eje de la celula y se corta en segmentos aproximada

mente iguales,que según el autor pueden der llamados cromosomae,los

cuales se dividen por simple partición transversal.

g; númerogg cromosomasgg gg constante para una especie determinada.

Admite la formación de un huso,que denomina "abierto",porque cada oro

mosomaactúa independientemente.Los cromosomashijos se desplazan en



sentido.opuesto,unidos afin por un fino "tractus' de linina.En este

mOmentose inicia la formación de la pared transversal y una vez com

pleta,la oromatina se hace difusa y forma "vesículas' 6 "retfoulo"

según que la oílula pase a un estado de reposo 6 entre nuevamente en

división.

Concluye que el'cuerpo central" es un verdadero núcleo oelular,que sl
divide por sf mismoy no comoresultado del crecimiento de la pared
transversal.En ‘l,supone el autor,ha comenzadoa diferenciarse una

divisidn mitótica que no ha alcanzado adn el ¿rado de evolución que

muestra en los núcleos de los organismos superiores.

Ambosprocesos de división pueden encontrarse en una misma especie.

g.g.KOHL(1903-1905)sostiene que el "cuerpo central" cs un núcleo
sin membranani nucleolos,cuye división es oariocinática.

Durante la mitosis distingue seis estados diferentes:

l)-Formac16n de un esgirema.

2)-Besolucidn del espirema en un número definido g; segmentos croma

tiggg'á cromosomas,4 6 6 6 4 6 B,que se disponen paralelamente en

el sentido del eje mayor de la o‘lula.

3)-Constricoidn de la figura oromosómicaen su parte media.

4)-Estado di-aster,en el que los cromosomashijos se separan en dos

grupos.En casos favorables ha podido observar las fibras del bags,
5)-Los cromosomashijos avanzan hacia los polos correspondientes.

6)-Formaoián del nuevo espirema,en cada una de las celulas hijas.

En los cromosomasno ha lagrado distinguir indicios de escisión lon
gitudinal.
El olivaje celular acompañala división del cuerpo central.
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E,E,gg;1g(1906) admite en las ciancffceas la existencia de un
núcleo que se divide mitcticamente.

En el "cuerpo central" diferencia una"sustancia acromfitica",muy den

sa,y 'gr‘nulos gg cromatina',que denominacromosomas.

En todas las formas estudiadas con excepción de gzlindrospermum sp.

gl númerogg cromosomasgg_constante para una especie dada.

Durante la división se forma un gggg acromatico de aspecto variable

y fibras que se extienden desde los cromosomashasta las paredes
transversales.

Cada cromosomaestaría representado por un simple granulo de croma

tina.El espirema resulta de la unión de los grdnulos aromáticos por
un filamento de linina.En los cromosomasobserva una escisión ¿255;

tudinal y en Glceocapsa sp.(elemantos unioelulares) el simple fila
mento espiremfitico se hisnde a lo largo,a partir de ambosextremos;

Opina el autor que en forma análOga debe realizarse la escisión en

las sapecies filamentosas,con un espirsma mas complicado;

El "cuerpo central" parece estar siempre en actividad mitdtica y sd

lo en raras ocasiones hay formas de reposo,en las cuales ggggg obse
va una delicada membrananuclear.En las esporas y heterocistos,los

núcleos en reposo,muestran no solamente una membranabien definida,
sino también un número variable de vacuolas.

¿,FISCHEB,desds1897 se coloca entre los adversarios de la tec
ría nuclear del "cuerpo central".Sostisne que las cianoffceas cars
cen de núcleo y que las granulaciones colorables que se ponen de ma

nifiesto en el "cuerpo central" representan sustancias g; reserva.
A raíz de los trabajos de BUTSCHLI,NADSON,ggg;_yotros que oo:

sideran al "cuerpo central" comoun núcleo primitivo,FISCHER(1905)
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retoma el problema.y reafirma su primera opinión.0pina que el "cuen
po central" constituye la zona de acumulación de un hidrato de car

bonoparticular,que resulta de la condensación del glicógeno elabo

rado por el cromatóforo.Denomina "anabaenina" a este carbohidrato,

por ser muyabundante principalmente en especies del género Anabae
¿gh
Durante la división celular los grónulcs de "anabaenina" contenidos
en el "cuerpo central",se distribuyen en cantidades aproximadamente

iguales entre ambascólulas hijas.0bserva figuras que recuerdan una

mitosis y las designa con el nombre de "pseudo mdtosis gg hidratos

gg carbono".
Si bien FISCHEBadmite la presencia de nucleína difusa en el cito

plasma y portadora de las cualidades hereditarias,niega al "cuerpo
central" toda significación nuclear.Si se quiere hacer derivar de

las cianoffceas el núcleo celular de los organismossuperiores,se
debe considerar comosu precursor fiIOgenótico las "pseudo mitosis

de hidratos gg carbono".Este proceso habria armonizado más tarde ca
otros productos de la asimilación celular,por ejemplo,sustancias
proteicas.Según FISCHER,conlas mitosis nucleinicas se distribufría
las cualidades hereditarias y la diferenciación sexual.

. g,ZACHABIAS(1890-1907),en1890,como resultado de sus investiga
cionee,concluye la existencia de sustancia nuclear en las cólulas de
las algas azules.
En el "cuerpo central" observa una ó dos sustancias resistentes alh
digestión con jugo gástrico artificialzuna,siempre presente se ase
meja a la plastina;la otra corresponde por sus reacciones a la nu
clefna de los núcleos superiores y la denomina"sustancia central".

En el curso de estudios posteriores,se muestra reservado respecto
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del significado del "cuerpo central" y hace notar que dicho elemen

to difiere notablemente de los núcleos celulares de los organismos
superiores.(1892.1893,1907).

Concluye ZACHARIASque el "cuerpo central" de las oianoffceas

carece del elemento cromático de los núcleos verdaderos y relacio

na con esta carencia la falta de procesos sexuales en las algas a
zules.

¿fl!.GABDHER(1906)observaen todas las c‘lulas de las especies
estudiadas,un núcleo mas 6 menos definido,sin membrana,formadopor

una "sustancia bísioa','ggfinulos" y "cromatina".
La "gngjgngig,yfigigg" actúa como "matrix" en la cual los otros ele
mentos estan embebidos.

En cuanto a los "gránulos",ástos varían en númeroy tamaño según la
especies y condiciones de nutrición.

En base al grado de diferenciación de la "cromatina' y su comporta

miento durante la división,distingue tres tipos de núcleos:
l)-2¿pg Difuso :representa el núcleo másprimitivo y oaracteri

za a las Homoczgtae.Ladivisión es estrictamente amitótica.
2)-2¿22 CariosómlcoHetiouladozpoco frecuente.sálo ha sido ob

servado en dos especies del genero Dermocarpa.

5)-2¿pg Mitótioo Primitivo; se caracteriza por presentar una
división comparablea las mitosis de las cloroffoeas inferiores.

QAEQHERha encontrado este tipo de division en una sola especiezgz:

¡¡ghgclstis aguatilis Sauv.
En Szgechcozstis aguatilis Sauv.,el autor observa un filamento

cromático que se resuelve en gg_nfimerodefinido gg seggentos(tres
en el caso de esta especie).los cuales se dividen posteriormente po
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simple partición transversal.Dichos segmentos cromáticos no muestra:

indicios de escisión longitudinal,mecanismo que en los cromosomasde

los núcleos superiores,asegura la repartición equitativa de las cua
lidades hereditarias.Con todc,concluye el autor,las algas azules
constituyen un grupo muyestable,en el cual,sin el complicado proce

so cariocinático,cada generación se asemeja a la anterior en la mis
ma medida que en el resto del mundo orgánico.

Distingue núcleos en actividad y núcleos en reposo.

¿.GUILLIERMOND(1905-1933)considera el "cuerpo central" equiva
lente al núcleo de los organismos superiores.Bs un núcleo primitivo,
sin membrana,reducido a su red cromática y en un principio lo deno

mina “cromidium” 6 "¿gg cromidial",nombre dado por HERTWIGa los nú
cleos reducidos a su retfculo cromático.

Después de fijación y coloración,el "cuerpo central"se presenta

constituido por un "hisloplasma" y un "retfculo",en el que se distin

¿cen granulaciones cromáticas,reunidas por fibras acromfiticas.
El aspecto de la red cromidial varía según las especies y con la e

dad de las c61ulas.En algunas es un ovillo denso,formado por numero

sos filamentos delgados;en otras en cambio,dicha red integrada por
un número reducido de elementos de mayor diametro.

La división es amitdtica y en algunos casos,la ordenación paralela

de los cordones aromáticos al iniciarse el proceso,recuerda netamen

te la "ha lomitosis" de ¿{2.DANGEARD.

Opina GUILLIERMONDque el "cuerpo central" por estar en constante di
visión,conservarfa casi siempre una estructura filamentosa,no habiez
do en realidad estados de reposo.

Conmétodos especiales,a más de las granulaciones cromáticas,se ob

serva en el "cuerpo central" los "corpdsculos metacrogfijigqg",que co
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rreSponden a los "grfinulos rojos" de BUTSCHLI,alas "esferas mucila

ginosas' de NADSOH,alos "grfinulcs gg anabaenina" de FISCHER,ya lo

"¡ganga gg volutina" dai!E!EÉ.Pcr sus prepiedades son idénticos a
los encontrados en levaduras y otros ascomicetos,no en el núcleo

sino en su vecindad,comportdndose comosustancias de reserva.En las

células Jóvenes dichos grfinulos son muypequeños y numerosos;en can

bio,en las células adultas son escasos y de mayor tamaño.

En su memoria del año 1906,GUILLIEHMDHDconsidera que los "corpus

culcs metacromáticos" se forman en el"cuerpc central",representandc

por lo tanto productos de origen nuclear.
Bosteriormente investi¿a la localización de la metacrcmatina y con

cluye que estos elementos son el resultado de la precipitación por
accián de colorantes vitales y fijadores,se una sustancia conteni

da en vacuolas en el citoplasma periférico.Los "corpfisculos 5532;
cromáticos"sólo por un artificio aparecerfan en el interior del
"cuerpo central".

E.g.M(lSll)estudia la división celular de LEgbzasp.
Encuentra un "cuerpo central" 6 núcleo,desprovistc de membrana,for

madopor una red de finas fibras,a lo largo de las cuales el autor
ha lcglado destacar pequeñas granulaciones.Estcs elementos,red y

granulaciones.aparecen embebidasen una sustancia olara,qne recuer
da el Jugo nuclear.

E.ACTON(1914)investiga la estructura citológiua de las cianu
fíceas mcnocelulares.(Chrooccocaceae).

Concluye que en ellas no hay un nucleo altamente especializado co

moen las celulas de las plantas superiores.

La estructura celular de las Chroccgoggggng muestra según ACTON,una
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gradual transición desde una condición indiferenciada en las formas

másprimitivas,hasta las másespecializadas.En esta serie,usrigpo
pedia elegans representa un estado intermedio y Chrooocoousmacro
coccus el más evolucionado.

0.EAUuüAhTEL(1920)distingue en las células de las algas azu

les una zona periférica pigmentada 6 "cromoplasma"y un "oentrgplgs

ggyincoloro,que corresponde ¡l "cuerpo central" de BUTSCHLI.

El "centroglasma" representa un núcleo abierto,sin membrana,enel

cual se condensan los productos de asiidlaoión en glicoProtefdos y

nucleoglicOprotefdos.
BAUMGARTELconsidera que en las cianoffcess,el "cuerpo central" ten

drfa prepiedades de núcleo y_de plasto,razón por la cual lo denomtá
na "cario lasto".
La división es siempre amitótica.

¿.DEHORNE(1920—1922)diferencia un cuerpo cromático,sin membre

ne,de estructura reticular 6 filamentosa,cuya división es compara
ble con ciertos estados de la división del núcleo de Spirogxra sp.
Opina el autor que el aparato nuclear de las cianofíceas está en
constante división y en oonsecuenoia,nonn se observa membranaque

delimita el "cuerpo central" ni núcleos en estado de reposo.

¿,E.HAUPT(1923)destaca en las células de las o osa una

"sustancia central",ds aspecto granular,que constituye un núcleo de

organización primitiva.
No observa membrena,ni formación de cromosomas,ni fibras acromfitioa

que sugieren un proceso cariocinético de división.La división es es
triotamente amitótica.
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Opina el autor,que la división de la "sustancia central",con algu
nas 6 todas las funciones de la cromatina,podrfa anticipar el meca
nismo mitótico de los núcleos bien diferenciados.

g,¿gg(1927) considera al "cuerpo central" comoun núcleo sin
membrana,formadopor una "sustancia ¿gramática" y "gránulos gg 922;
matina" en gégg;g_gég_é_ggggg definido.

De la agregación de los ¿ránulos cromáticos resulta un gggigggg,que
posteriormente se resuelve en bastones que se asemejan a cromosomas.

No observa formación de un huso y la división del "cuerpo central"

precede siempre al clivaje celular.
¿gg describe estados gg reposo,en los cuales el "cuerpo central" a
parece como un único corpfisculo homó¿eneo,intensamente teñido y man

tenido en el centro de la célula por finas radiaciones.
Concluye que el "cuerpo central" podría ser considerado comohomólo

¿o del verdadero núcleo de las células de las plantas superiores.

gmommsn y Q.PETE1USCHEM5KY(1929)utilizanen el estudio cito

165100 de las cianoffceas la reacción de FEULGENy como control de

la misma,la rección de MACALLUMpara la identificación de 2_org¡ni—

co,uno de los elementos constitutivos del ácido timonucleioo.Emple

an ademáslas técnicas citológicas corrientes.
Los diversos metodos empleados conducen a estructuras superponibles.
La reacción nuclear de FEULGENes positiva y reproduce la estructu

ra que dá la hematoxilina férrica en los preparados bien diferencia
dos.

En el "cuerpo central" encuentran un material que dá FEULGENy

MACALLUMpositivas,y retiene además los colorantes básicos comunes.

Admiten que se trate muyprobablemente de sustancia nucle!nica,a la
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que corresponde comoelemento el ¡cido tlmonucleico.

La "sustancia cromática" se presenta en forma de bastones,gr6nulos,
etc.,unidos por finas anastomosis.No hay mitosis aparente,n1 huso,n1
formación de cromosomas.No observa membrana que delimire el "cuerpo

central".La división de los elementos cromáticos se realiza por sim

ple particidn transVersal.
Concluyen que sus observaciones no les dan bases suficientes pa

ra considerar al "cuerpo central" comohomólogodel nucleo de los orh

¡anismos superiores.Aproximan sus resultados a los de GUILLIERMOHDy

GARDNEB.La"¿gg grggidial" de GUILLIEBMDNDcorrespondería a la "Egg;

tancia cromática" de los autores.

2,GAVAUDAHy'!.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 resultados
de gggggggggggg,contrariamente a lo sostenido por ggggggggbpara quien

el "cuerpo central" puede faltar en muchascelulas.

Concluyen los autores,que hasta mas amplia información,no recha
zan el valor de un núcleo para el "cuerpo central" de las cianoff
ceas.

E-E-¿JETTEHUQSMestudia la reacción nuclear de FEULGENen una

serie de vegetales inferiores.En las c1anoffccas(Phormidiumsp.),cb
tiene una reacción positive localizada en el "cuerpo central".Estos

resultados confirman los de POLJANSKY-PETHUSCHEWSKYy aportan nuevos

argumentos en favor de la h1p6tesis sostenida por GUILLIERMOND.

C_h.HOLLANDEy g.H0LLANDE(1932-1933)aplican al estudio citolágioc

de las ciancffceas el metodo de coloraciGn con eosinatos gg soda gg
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¿ggl_1_violeta gg metileno y llegan a una nueva concepción de la es
tructura citológiua de las algas azules.Utilizan ademaslas tecnicas
comunes.

Opinan que el núcleo desnudb,sin membrana6 "aparato cromidial' de

los autores,que dá reacción de FEULGENy MACALLUMpoeitivas,no debe

ser considerado comoel reemplazante de la cromatina de los núcleos

superiores,sino solamente comouna secreciég protoplasmfitioa particu
lar,propia de las cianoffceas y de muchosmicrobios patógenos.Esta
secreción no sería constante y falta en las células Jóvenes de Egg

;gg verruoosum Vauch. y Phormidium uncinatum Gomont.Durante la divi

sión,dicha secreción protoplasmática'se reparte entre ambascelulas

hijas,por simple partición transversal.
El núcleo de las algas azules estaría en cambio representado

por el "nucleosoma" 6 "aparato nucleosómico",formado de dos elemento

que se coloran diferentemente con los eosinatoszel 'centronucleoso

gg: que en preparados muydecolorados toma un tinte azulado,pequeño

y generalmente en división;y el "epinucleosoma",de mayor tamaño,adoa
do al anterior y que en idénticas condiciones se tiñe en rojo'viola
do.

En cada célula habría numerosos"nucleosomas",los cuales se multipli
can por simple estiramiento,siendo frecuente observar un fino "trac
tus" que une los dos "nucleoaomas" hijos.

¿,g.SPEABING(L937)encuentra en las 68p60168 de o oeae es

tudiadas,un aparato cromático presente en todas las células con ex

cepción de heterocistos y células en degeneración.
En los elementos jóveñes,el aparato cromático se presenta comoun

"reticulo cromático",formado por granulos de diferente tamaño,que se

tiñen intensamente y unidos entre sf por finas anastomosis.Las malla
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del retfculo son comparables a las de un núcleo ordinario.No observa

membranaque delimita el "cuerpo central".

En las células viejas el"retfoulo cromático" aparece menosdenso,me

nos definido,ocupa la mayorparte de la célula y se muestra consti

tufdo por gruesos filamentos intensamente teñidos y de sepeoto den

droide.Encuentra además un número variable de oorpfisoulos semejantes
a nucleolos.

La división es amitótica.Consiste en una estrangnleoión gradual del

"cuerpo central" y parece ser previa a1 olivaje celular.

SPEABINGno lo¿ra revelar la presencia de elementos semejantes a oro

mosomas.ni encuentra trazas de huso aoromfitico ni fibras.

g.DELAPORTE(1940)estudiala citología de Spirulina versioolor.
Compruebala existencia de un "filamento central',constante en todas

las celulas y que muestra los caracteres de la oromatine.Dioho "¿131;

22932 central" dí una reacción de FEULGENpositiva.

A este elemento los autores denominan"cuerpo central" y le atribu
yen el papel de un núcleo celular.



20

De este reseña bibliográfica,referente a los datos que resumen

los conocimientos reapecto al "cuergo central" de las cianoffceas,

vemosque tanto su estructura citológica comosu significacidn ce

lular,han sido diversamenteinterpretados por los distintos investi
gadores.

Las cuestiones más importantes que desde un comienzo polariza

ron la atención de los citólogos puede resumirse así:

l)- Existe un núcleo en las células de las cianoffceas?.
2)- Cual es su estructura“.

3)- El mecanismode la división es simplemente directo 6 co
rresponde a un proceso cariooinático?. a

SCHMITZ,elprimero que se ocupó de la citolnga de las algas‘

azules,nie¿a la existencia de un núcleo en las mismas.

MASSART,¿EEQÉy FISCHEBconsideran al "cuerpo central" como u
na zona de acumulación de sustancias de reserva.

En cambio,la mayoría de los autores coinciden en admitir la exis

tencia de un núcleo sin membrana,deorganización primitiva y cuya

división precede al clivaje de la célula.

Para BUTSCHLI.NADSON,GARDNER(conexcepción de Slgeohocxstis aguati

¿13 Sauv. ) ,GUILLI 5mm), BAUMGARTEL,DEHORNE,_H¿;I¿T_,POLJANSKY-PETRUS

UHEWSKY,SPEARING,etc.,elproceso de la división del "cuerpo centra!

es simplemente amitótico 6 encuadraría a lo sumo dentro de la 23212
mitosis.

Por el contrario KHOL,OLIVEy PHILLIPS opinan que la división es

cariooin‘tica y describen la formación de cromosomas.
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En cuánto al número de núcleos exixtentes en cada celula,todoa

los autores coinciden en admitir uno por odlula,con excepción de gg;
LLANDE,qnienobserve varios nucleoaomaa en cada célula.

ror otra parte,hay uniformidad de opinión,respeoto a la natura

leza proteica del "cuerpo central" 6 de sus elementoe.Completamente

aislado queda el punto de vista de FISCHER,paraquien la composición

qníhdoe del "cuerpo central" correeponde a 1a de un oerbohidrato que

denomina'anabaenina'por ser particularmente abundante en especies

del ¿enero Anebaena.
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Cap. II-MTEBIAL

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

sus alrededoree.Ha sido reco¿ido en charooe,legunae,ruentee,zanjones
y sobre tierra húmeda.

Las cianoffceaa comparten este "habitat" con diversos micro-organic

moe(bacteriee,hongoe,diatomeae,clorofíceae,etc.).ypara identificar
1ae 6 estudiar su estructura deben ser aisladas y cultivadas en me
dice artificiales.

En el proceso de la purificación,eólo ee ha llegado al cultivo

gg¿¡g!ggl,ya que desde el punto de vieta citológico era innecesaria
1a preocupación de obtener cultivos bacteriologicamente puros.
Las muestras reccgidae ee eiembran,bien en agua de canilla eet‘ril
con 0,02%de fosfato bipotdeico,6 sobre mezclas de tierra,arena y a
gua,eet6ril,y ee eXponenlos frascos a la luz.Al cabo de un tiempo
varieble,una 6 tree eemanae.la presencia de cianofícean se revela por
au color verde azulado característico.
Apartir de este material ee obtienen los cultivos uni-algalec.

mie ¿1-932

Se ha seguido la técnica empleada por CZUBDA(1925)para el aie

lamiento de condugadae y la utilizada por CATALDI(1941)para el aisla

miento de cianoffceas y algas monocelularee.

En una caja de Petri estíril,ee vierte esterilmente 15 ml.del mo

dio de cultivo adecuado,adicionado de agar lavado al 1,5%.80 deJa en



friar.Como hace notar CATALDI,puedeutilizarse solamente agua-agar al
1,5%puesto que no se espera el desarrollo de las algas.Una vez soli
dificado el medio,se deposita sobre la superficie un copo del Iate
rial previamente lavado con agua de canilla estdril.La caja se coloca
abierta 6 invertida en una estufa a 37°C durante 10 í 15 minutos,a

fin de secar la superficie del medio y reducir el agua del oopo.Luego

la caja se erpone a la luz,a la temperatura del laboratorio durante

algunas horas 6 hasta el día siguiente.
Durante este intervalo,laa cianoffceas tilamentosas dotadas de movi

mientos deslizantes se alejan del copo inicial(punto de infección m6

xima),y se procura aislar los filamentos mis distantes del punto de la

siembra.El aislamiento se realiza directamente,oortando el trocito de

agar que lleva los filamentos,con un bisturí estáril.El material se
pasa al medio de cultivo y se ezpcne a la luz difusa,a la temperatura
del laboratorio.

Segúnlas especies.al cabo de 3 a 7 días,se observa un desarrollo a
bundante.

Las cianofíceas se han cultivado en el medio de DETHEH(1),con
muybuenos resultados;

Nitrato de calcác. 3 gg.Fosfato monOpotsico , gr.
Cloruro de potasio 0.25 sr.
Sulfato de magnesio(7 ¡20) 0,25 gr.
Agua de canilla 1.000 ml.

Se diluye en la proporcion de 1:3 y se añade 0.0;1 de cloruro f‘rrico.
Esterilizar durante 15 minutos a lzoOC.Filtrar.repartir en tubos de

ensayo y esterilizar nuevamente.Si se desea un medio s611do,agregar
al anterior agar lavado en la preporcián de 1,5%.
Loa cultivos se realizan en tubos de ensayo(lóo mm.x 16 mm.) y prefa

(l)Tomado de.¿¡Q.WAKSMAI,Principlesof Soil Miorobiology,p3.218.
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rentemente en medio líquido.se exponen a 1a luz difusa y se mantie

nen a la temperatura del 1aboratorio.Se repican cada 15 dfas,a tin
de disponer en todo momentode formas Jóvenes,en crecimiento activo.

De esta manera se ha podido comprobar que las estructuras observadas

se mantienen a través de un ¿ran número de generaciones.

Para conservar las cepas,se siembran en frascos de 120 ml. de cr

paoidad con BOml. de medio de cultivo.Se mantienen en forma análoga

a los anteriores y se repican cada 4 6 5 meses.

Hemosestudiado las siguientes capacies de Behizggglceae:

y una especia

Microooleus vaginatus Gomont.

Phormidium autumnale Gomont.(g_formas).

Oscillatoria GrunowianaGomont.(g formas).
Osoillatoria animalis Gomont.

¿gggbza Giusegpei Drouet.
Pleotonema Nostocorum Gomont.

Pleotonema ¡ggnureul Gomont.
galothrix parietina Bornet et Flahaulj.
no identificada de Schiaogzcetes:
W Bla-(1)

De ¡a determinación sistemática del material estudiado,se ha o

cupado el Doctor FRANCISDROUETdel 'Field Museumg; Natural Histo

¡I'de Chicago(U.S.A.),,a quien agradecemoseu valiosa colaboración.
La primera colección de cepas enviada al Dr.g,DBOUETprovenía

(1)Agradeoemos a la Drargfig.CATALDIlas cepas que gentilmente nosha facilitado.
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dc cultivos en medio líquido;1oa fiiamentos fueron extendidos sobre

papel 'celofan".Dado que la sistemática de las ciancffceaa se basa cn

¡ran parta en las características dc la vaina,y ésta puedofaltar cn
cl material cultivado en medio líquido por deslizamiento de los trico

mas(DBOUET,1943),clDr.DBOUETnos sugirió la idea dc cnltivarlaa cobro

tierra eat‘ril húmeda,afin dc evitar esta serio inconvenientc.Las co
lecciones remitidas posteriormente fueron preparadas cn esta: condioio



Cap. III-METODOS

El material se na estudiado;

a)-"¿g vivo".
b)-Fi¡ado z_9919¡ado.

a)-0bservaciones con material vivo.

La observación "in vivo" se realizó en gota pendiente con el

mismomedio de cultivo;los bordes del cubre-objeto: se untaron con

parafina fundida 6 con vaselina,a fin de evitar el desecamiento por
evaporación.En estas condiciones se apreció facilmente el movimien
to de los filamentos,existenoia 6 ausencia de vainas,1a distinta re

fringenoia de los diversos elementos celulares,formac16n de hermoso

nios,morfologfa de los ¡picas de los trioomas,presencia de hetero
cistos y su posición en el filamento,eto.

Ademásde la observación directa,el material se sumergi6 en so

luciones de diferentes colorantes,segfin los elementos que se desea
I‘ODreconocer.

Identificacián‘gg ggasaszse utilizó una solución saturada de

ggggg ¿ll en alcohol 70%.Losfilamentos vivos se pusieron en oontao

to con el reactivo durante unos 30 minutos;luego se enjuagaron rípr

damsnte con agua y fueron examinados en una gota de glicerina.Las

grasas aparecen teñidas en rojo.



27

Identificación gg almidón z_glicógeno:se empleóel reactivo de
Lugol.sobre un porta-objeto se extendió una pequeña cantidad de ma

terial vivo en una gota de la solución iodo-ioduro-de potssio;des
puós de cubrir se examinó al microscopio.

En estas oondiciones,el almidón se tiñe en azul intenso y el glioó
geno en pardo rojizo.Ambas coloraciones desaparecen por calentamien
to a 60° c y reaparecen al enfriar el preparado.

Coloraciones vitales: estas coloraciones sólo son vitales du

rante un corto período de tiempo,segón la toxicidad del colorante y
la concentración de la solución empleada.

La identificación de cromatina y metacromatina se realizó con gggl_

g¿_metileno(l ml. de solución saturada de azul de metileno en alco
hol 7q%más 30 ml.de agua destilada).Para diferenciar cromatina de

metacromatina (volutina de ggzgg),se usó óoido sulfúrico al 1%.agua
hirviente,etc.

El sistema vacuolar se coloró con 5212 neutro en solución
0,0027: 6 0.005%.

b)-Qbservaciones con material fijado I_oolorado.

Se han utilizado cortes de 2 ó 3 micrones de espesor y materia
en peliculas.
En el primer caso,el mótodo de la micro-inclusión de CHATTONy LIOE
(l936),que consiste en englobar el material en agar al 1,3%,nos ha
dado óptimos resultados(l).En el segundooaso,las películas de fila
mentos formadas en los cultivos jóvenes,se deeprendieron cuidadosa

(l) Hemosdescripto detalladamente esta tócnioa,al utilizarla con
resultados satisfactorios en el estudio citológico de protozoar1OSo o
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mentey se pasaron al líquido fijador.

Todala manipulación requerida por la fijación,lavado,coloración,
deshidratación y montaje,ss realizó pasando las películas por una
serie de cristalizadores dispuestos en orden,con los líquidos corres
pondientes,tomando el material con agujas y ansas de vidrio.Ya en

¡ilol ó toluol,las películas fueron extendidas en bálsamo de Canadó
ó en resina Dammar.

Desde el punto de vista tócnico y a fin de evitar cualquier e

rror determinado por un ónicc mótodo,hemosprocurado utilizar el ma

yor númeroposible de mezclas fijadoras y los mas diversos sistemas
es.M62
Todos los mótodos empleados,aun con distinto valor,condujeron a la

obtención de imágenes superponibles,de modo que se puede concluir

con una gran probabilidad,que las estructuras observadas no son ar

tificios de preparación,sino que corresponden adementos normales de
la cólula.

Se emplearon las siguientes mezclas fijaddras:

BOUIB-HOLLANDE(1918)ó mezcla picro-cupro-aceto-fórmica.Es el

Bouin clásico enriquecido en ácido pícrico por adición de acetato
neutro de cobre.Con esta modificación,HOLLANDEha conseguido un fi

jador más penetrante y que determine al mismo tiempo una menor con

tracción del protoplasma.

Acido pfcrico 4 gr.Acetato neutro de cobre 2, gr.
Formal 4 lO ml.
Acido acgïico crist. 1,5 ml.
Agua destilada 100 ml.

La fijación se prolongó durante tres días y luego se lavó 24 horas
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con agua corriente.Este fijador conviene principalmente para colora
oiones ulteriores con hematoxilina fírrioa y conserva las mas deli
cadas estructuras.Con todo,determina una ligera contracción de las
c61ulas,contraccidn manifiesta especialmente a nivel de las paredes
transversales.

FLEMMING6 mezcla cromo-aceto-ósmica.Hemos ensayado con buen re

sultado,la mezcla débil 6 medie y la mezcla fuerte.

a)-Flemming medio:
Acido crómico 1% 15

Acido 63mioo 2% Í
4 6 5 partes.

Acidoao‘tico orist.
Aguadestilada

b)-Flemming fuerte:
Acido crómico 1% 15 partes.
Acido ósmioo 2% 4 'Acidoao‘tioo crist. l "

En uno comoen otro caso se fijaron trozos pequeños,puás es un fija
dor pooo penetrante.El tiempo de fijación osciló entre 24 y 48 horas

y luego se lavd prolijamente con agua corriente.A pesar de ser un fi
jador excelente para las algas azules,no lo hemosutilizado en forma
sistemática,debido al elevado precio del ácido 63mioo.

Mezclas fijadoras ¿[base gg sublimado:

a)-Sublimado purozes una solución acuosa saturada de cloruro
mercfirioo.Ss ha empleado para la coloración de FEULGEN'.

b)-Sublimado acdtico:

Sol.ac.sat.de cloruro mercfirico 95 partes.
Acido acético glacial 5 "

c)-Suhlimado acético gg FEULGEN:

Sol.ao.sat.de cloruro mercdrico lOOpartes.
Acido ac‘tioo glacial 2 '
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Tanto el sublimado 2252 comoel sublimado aoátioo,son fijadores poco

penetrantes,razón por la cual las piezas a fijar deber ser de tamaño
reducidc.5e fijó durante 12 4 24 horas comomáximo,pcrque sino el ma

terial se torna quebradizo.El lavado debe ser muycuidadoso y fu‘

realizado con alcohol 50%6 70%adicionadc de algunas gotas de solu

ción icdada,que favorece la eliminacidn del mercurio bajo forma de

ioduro de mercurio soluble.El lavado se prolonga 2 6 5 horas,cambian
do varias veces el alcohol iodadc.

La fijaci6n con sublimggg_ggfi1¿gges favorable para las coloraciones
con hematoxilina ferrica y es la mas conveniente para la reacción nu
clear de ggggggg.

Mezcla gg_RANDÓLPH(1955)3 mezcla gggggygggtgffármica,designada

generalmente con el nombre de 955;. ’
Por su composición es del tipo del NAVASHIN,BELL1NGy constituye un

excelente fijador para el estudio de cromosomas.Favcreceespecialmen
te las coloraciones con cristal violeta,hematoxilina f4rrica,etc.
Consta de dos soluciones que se mezclan en partes iguales en el mona:

to de fijar ¿1 materialt

Solución ¿5

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

Solución g:
Formcl neutro 30 ml.
Agua destilada 70 ml.

Se fijó durante 12 a 24 horas y el lavado se hizo con alcohol 75%,
oambiíndolo 3 6 4 veces,a intervalos de 15 minutos.
Este fijador nos ha dado excelentes resultados y ha sido empleadosia
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tematicamente.

Vapores gg_ég¿gg 6smico g¿_gá:se ensayo la fijación de filamen
tos extendidos sobre cubre-objetos con vapores de ácido ósmico al 2%,

según la tícnica utilizada por ROBINOW(1942)para el estudio citoló

gico de bacterias. En el caso de las algas azules,este fijador da re
sultados muyinferiores a los obtenidos con cualquiera de las mez

clas fijadoras anteriormente enumeradas.

Métodos gg coloracidn

Coloraoión con hematoxilina fárrica gg HEIÉDENHAIN:según'gflg.

MoCLUNG(1937),pg.190,"This¿g the finest stain available for cztolo

¿¿gg¿_!g¿g.lt is adaptable tc most structures,exceeds el; others ¿g
precision gg chromatin-oontaining elements and manyother parts and

¿g general dependabilitz Egg permanencegg; outdistances all others".
Ademas,esta coloración permite obtener un mayor contraste entre cito

plasmay estructuras nucleares.
Da resultados igualmente ventajosas después de cualquiera de los r1

Jadores indicados.

La coloración de efectúa en tres tiempos:

a)-Mordenta¡e:los cortes 6 películas del material ya hidratades,

se pasaron al mordiente(solución de alumbra gg hierro g¿_gí),durante
l hora. .

Para preparar el mordiente se eligieron cristales de color violeta y
la disolución de los mismosse hizo en frfo.Este reactivo no se con

serva durante mucho tiempo.

Finalizado el mordentaje el material se lavó con agua corriente duran
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te 5 minutos y

b)-Coloración: con hematoxilina fárrica ¿l 0,21 durante l hora.
Se preparó una solución madre del colorante al 1%y la dilucicn se

hizo en el momentode usarla,con agua destilada.
Concluida la ccloración,se enjuag‘ con agua comúny

c)-Diferenciación:en el métodoprimitivo,la diferenciación se
realiza con alumbre de hierro al 2%,3%,4%,siendola decoloración

tanto mis rápida cuánto mayor es la concentración.Hemos empleado con

‘xito la modificación propuesta por g.Ch.TUAN(l930),queconsiste en

utilizar comodiferenciador una solución acuosa saturada‘gg ¿gigg_gg
g;¿gg.El proceso ea lento(30 fi 4o minutos) y se siguio al microsco

pio.

Unavez lograda la diferenciación Justa,los cortes 6 películas
de material se lavaron prolijamente con agua corriente(30 l 40 minu
tos),a fin de eliminar completamenteel Ácido pfcricc,que podría de

terminar un empalidecimiento ulterior de la coloración.En un prepara
do bien diferenciado,el protcplasma queda practicamente incoloro.
Luego son pasados a alcohol 50% adicionado de unas gotas de amonia

co,que hace virar el color al azul intenso,casi negro.Se continuó la
deshiuratacidnzalcohcl 70%-----90%-----100%(3pasajes}-----Alcohol

100%más toluol-----Tolucl(3 pasajes)-----montaje en bálsamo de Ca
nada 6 en resina Dammar.Nose utilizaron colorantes de fondo.

Este m‘todo nos ha permitido obtener las imágenes más netas l¿“MMM
Coloracidn con cristal violeta: ss un colorante basico,de gran

aplicaci6n histongica y citológica comocolorante nuclear.Si bien

el método es mas breVe que el de la hematcxtlina f‘rrica,no propor
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Se hasaguido la tócnica indicada por L.LA COUR(1931).Lafijación se

hizo con la mezcla de RANDOLPH(Craf).Loscortes ó películas se pasa
ron a:

a)-Coloración: se realizó en una solución al 1%(enagua destila
da) de cristal violeta,durante lO minutos.Despuós de enjuagar en a
gua se pasó el material por:

Iodoal lÏw IKal 1%en alcoho 30 a 45 segundos.

Alcohol 95% 2 segundos.
Alcohol 100% 4 "

b)-Diferenciación:ee realizó con esencia gg glggg,siguiendo la
marcha al mioroscopio.Es este el paso más delicado de la tócnica por

que la diferenciación es sumamenterápida.Luego ae pasaron a tcluol

(3 pasajes),dejando el material durante 15 minutos en el último baño.

Esto asegura la prolija eliúinación de la esencia de clavo y evita

que la diferenciación continúe y decolore el preparado.El montaje se
hizo en bálsamo de Canadá.

Coloración Egg eosinatos gg 3292 gg gggl_1_violeta gg metileno:
mótodo aconsejado por Qh¿¿.HOLLANDE.Lasolución colorante fóe prepara

da según la tócnica de dicho autor(1916).El material se fijó con 953;
ó con la mezcla gg BOUIN-HOLLANDE.Loseosinatos se ensayaron en solun

ciones 1/20,l/40,l/60,obtenióndcse el mejor resultado con la dilución

1/20 (¿_gg¿gigg colorante ggg_gl,gg 2523 destilada).El tiempo de colo

ración se hizo variar de l ó 12 horas,a la temperatura del laborato
rio.Laegc el material se lavó con agua destilada.

Para la deshidratación se utilizó el alcohol amflico aconsejado por

HOLLANDE.Sesumergióron los cortes ó películas en dicho alcohol duran

te un tiempo variable y deapuós se pasó a toluol(3 pasajes) a fin de
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eliminar perfectamente el alcohol nmflico.Se montó en bálsamo neutro
de Canadá.

Este mótodode deshidratación tiene el inconveniente de ser largo;

móebreve ó igualmente ventajoso nos ha resultado pasar el material

por mezclas progresivas gg acetona I_xilol.

Coloraoión con carmIn acóticozeste colorante que sirve simultó
neamente comofijador,ee lo hizo actuar directamente sobre los fila
mentos vivos de cienoffoeas.

El reactivo se preparó según el procedimiento indicado por BELLIHG,

y para que la coloración fuera más intensa se añadió una pequeñfsima

cantidad de hidróxido fórrioo.Fuó suficiente para lagrar este objeto,
tocar el material con agujas ó lancetae de bierro.Igualmente eficaz
resultó el agregado de unes gotas de acetato fórrico,modificación su

gerida por gmcnot/Irzuezs ).
Tóonicag¿_¿¿ coloraciónzlas películas vivas ó previamente fija

das con alcohol acótico,se sumergieron en oarmín aoótico(en un peque
no cristalizador) y se añadió unas gotas de hidróxido fórrioo ó ace
tato fórrico.Se cubrió con un vidrio de reloj,calentando suavemente
sobre la pletina de Malaesez hasta que el líquido emitiera vapores,
durante 5 ó lo minutos.

En nuestro caso,hioimos montajes permanente según el mótodo de lag.

STEEflE(l931)conresultados excelentessuna vez separadas las pelícu

las del aceto-carmfn,se lavaron con 2 partes de ócido aoótico gla
oial(99f\ más l parte de alcohol 100%.Luegoel material se pasó por:

l parte de ácido acético glacial mós 2 partes alo.lOOfi

1 fl I I I II I 9 U Q I .

El pasaje por estas mezclas debe ser gg! rápido porque de lo contra

rio se corre el riesgo de perder la ooloración.Se continuó la deshi
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dratacion pasando por alcohol 100%(1a 2 minutos)-----alcohol 100%

mas toluol en partes iguales(2 a 3 minutos)-----Montaje directo en
bálsamo de Canad6.(l).

El citoplasma queda practicamente incoloro y el material crom‘tico

se doatace intensamente teñido en púrpura.

Coloracion ggg_oroefna acíticazse practicaron algunas ooloracio

nas con orcefna acétioa al 1%,segfinel mítodo indicado por ¿.L_A’m
(1941),a quien de debe el descubrimiento de este colorante natural.

El reactivo se preparó disolviendo l gr. de oroeína en 45 ml.de (oi

do acítico glacial caliente;despu‘s de enfriar se añadió 55 ml.de a

gua destilada.Ss agitó y filtro.
La coloración resultó igualmente eficaz,ya con material vivo 6 pre

viamente fijado con alcohol acítico,oomo en el caso del carmfn.

En cuanto a la tdonica gg ¿a ooloraoión,se.prooedio comoen el
oaso anterior cuidando que el calentamiento no fuera excesivo.Para

separar el colorante,las películas tilamentosas se lavaron con ¡cido
acítioo al 10%.

Se obtuvo un montaje permanente,pasando los filamentos por:

Alcohol 80% 2 minutos.

- Alcohol 100% 2 '

Toluol 2 pasajes de 5 6 lo minutos ca

da uno.MontaJe en bálsamo de Canada.

Coloración con Giemsa:el material se fijó con la mezcla de

BOUIN-HOLLANDE-.Lafijación con Craf dió resultados inferiores.

(1)Ïn al dad el míáodo de STEEREes solamente una modificacion dea {zo oa indica a por """
g.ucCLINTOCK(1929).
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Se ha seguido el método indicado por Q¡E.ROBINOW(1942),quienobtuvo

resultados satisfactorios en el estudio del aparato nuclear de bacte
rias,utilizando vapores de (cido 6smicc al 2%comofijador y colora
ción con Giemsa,previa hidrólisis con HCLnormal a 60°C.

Ya vimos que los vapores de acido ¿amico al 2%no constituyen un fi

Jador apropiado para las algas azules.En cuanto a la coloración,los
ensayos realizados con y sin hidrólisis condujeron a resultados su 

perponibles.

T‘cnica.g¿ lg coloraciónzlas películas filamentcsas ya fijadas 6
hidratadae,se pasaron al colorente-¿_gg¿¿ g; solución Giemsa225_g¿gg

glad; agua destilada fresca-,durante l hora a la temperatura del la

boratorio.5e ensayaron diversos tiempos de colorac16n(hasta 12 horas)
pero sin resultados ventajosas.
Despu‘s de un lavado rapido con agua destilada,la liferenciación y
deshidratación del material se hizo con las siguientes mezclas de a
oetona y ¡1101:

Acetona 95 ml.
Xilol 5 ml. 2 6 4 segundos.

acetona 70 ml.
Xilol 30 ml. lo segundos.

Acetona 30 ml.
Xilol 70 ml. 10 segundos.

Se paso luego a xilol puro y al montaje se realizó en balsamo neutro
de Canad‘.

Ccloraci6n nuclear gg'FEULGElzestatícnica fue desarrollada ori

ginariamente por EJ‘EULGENy g.ROSSENBECX(l924),ccmouna reaccidn mi

croqufmioa de alto grado de especificidad.Permite reconocer la pre
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senoia do ¿giga timonuoleico(ácido nuclefnioo del timo,del esperma
de los peces,de diversos tejidos animales y de muchascélulas vege
tales),cuyo nuclecprotefdo constituye el principal elemento de la
sustancia que en el núcleo celular se denomina cromatina.De ah! que
indirectamente,esta coloración se considere comouna reacción de
sustancia cromática.
El fundamento del m‘todo,es que por hidrólisis con HCLnormal a 60°

c.,se aeoinde el ácido timonucleico en sus elementos constitutivos:

acido fosfórico,hidratos gg_carbonc y cuerpos nitroaenados de cardo

ter basico d‘bil(purinas y pirimidinas).Ahora bien,la presencia de
determinados hidratos ds carbono(grg7desoxiribosa para el ¿gigght¿;
monuoleioosegún algunas autores)¿oonduce por hierIisia a la libe
ración de grugos aldehfdicos que reaccionan ocn la fuchsina dscolo

¡gg5,regenerandc su color púrpura.
La t‘cnica origina1,si bien seguida en sus líneas generales,ha su
frido algunas modificaciones según el material al que fuera aplica
da.

¡m las oianoffceas,POLJANSKY y PETBUSCHEWSKY(1929),PETTER(1933),

SPLAEIHG(1957),DELAPORTE(1940)han encontrado una reacción de gggg

gg!_positiva localizada en el "cuerpo central" de las mismas.
Para la t‘cnica de FEULGENse tuvieron sn cuenta los trabajos

de L.A.MM(1931-1932) ,,1.by TOMASI(1936),¿.g.LUDrorm(1928),

.ggg.HILLAHY(1959-1940) y al de g.g.WAHMKE(1941),en base a los cuales

homo- realizado el m‘todo que describimos a continuación.

1)-Heactivos gara ¿g reacción gg FEULGEN:

a)-Rcactivo gg SCHIFF.Qfuchsina basica deoolorada: en un Er

lenmeyer se puso 1 gr.do fuchsina basioa(fuohsina de Grflhler),y ee
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agregó 200 ml. de agua destilada hirviente,que disolvió rapidamente
la fuchsina.Se dejó enfriar hasta 50°C.,se filnró pasando la solu 
ción a un frasco de color caramelo,d6nde se conservó el reactivo al

cual se añadió 20 ml.de'ggg normal.Despu6s de enfriar ta 25°C. se

agregó l gr. de bisulrito delgggig.A¿it6se el reactivo y el frasco
tapado hermeticamente se mantuvo a la oscuridad durante 18 d 24 ho
ras.

Un buen colorante debe decclorarse en este intervalo de tiempo.La so

lución colorante presentaba un tinte amarillento 6 ligeramente rosa
dc.

bl-Solución sulfurosa gg lavado: a 200 ml. de ggua destilada se

añadi6 lo ml. de HCLnormal y l gr. de bisulfito gg sodio.
Esta solución se preparó en el momentode utilizarla.

2)-T‘cnica gg.lg coloración gg FBULGEN:

a)-Fi¡acidn:como fijador se utilizó sublimado ¡EEQJsublimado¿y
953100 y sublimado acético gg FEULGEN,siendolos dos últimos los más

ventajosos.La fijación con 253; d16 resultados inferiores.
Los cortes 6 películas del material,ya fijados 6 hidratados,se deja
ron durante la noche en alcohol 96%a fin de evitar toda reacción

plasmal.

b)—Hidr6lisis 1_coloracidn:los cortas 6 películas se pasaron a
agua destilada y luego a una solución deigg; normal ¿ggg_durante l í

2 minutos.Despnls se hizo la hidrólisis en ggg normal'g'ggoc.,en ba
ño de agua,durante‘gug lg minutos,tiempo conveniente para este mate

rial.Despu6s,se enjuagaron con gg; normal ¿¿¿g,¿ggg destilada y se

pas6 al colorante(fuchs1na basica decclorada),durante 2,6 5 horas,en
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