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Informacion Cientifica y Tecnologica

Técnica histologica para algas rojas calcareas

Introduccion

La histologia es la disciplina que estudia todo
lo relacionado con los tejidos, ya sean estos
de animales o plantas (Gartner & Hiatt
2002). Actualmente existen muchos méto-
dos histolégicos que se utilizan para poder
observar y describir las estructuras internas
de diversos organismos.

Para el caso de las algas rojas coralinas
(Rhodophyta: Corallinales, Sporolithales), no
es posible identificar con certeza a los géne-
ros/ especies con base inicamente en su forma
de crecimiento u otras caracteristicas morfo-
l6gicas externas. Por lo que para obtener una
identificacion precisa y confiable, se requiere
realizar métodos histologicos que permitan
examinar los caracteres vegetativos y repro-
ductivos (Harvey & Woelkerling 2007).

Una técnica histolégica comtnmente utili-
zada es la citada por Riosmena-Rodriguez et
al. (1999). En ella se describe de manera resu-
mida los pasos generales de descalcificacion,
tincién, deshidratacién, inclusion, corte y
montaje de los tejidos. Por otra parte, informa-
cién al respecto de cuestiones particulares, no
es presentada por dichos autores, motivo por
el cual describimos a continuacién el proceso
estandarizado en siete pasos, utilizado por el
grupo de Investigacion en Botanica Marina de
la Universidad del Mar.

1. Seleccién de muestra a procesar

* En un estereoscopio, se seleccionaran seccio-
nes del talo con estructuras reproductivas
(protuberancias superficiales, Fig. 1).

2. Descalcificacion (Fig. 2A)

* Colocar en un frasco de vidrio pequerio el

fragmento del talo seleccionado. Se debera
tener cuidado de colocar en los respectivos
frascos, los datos del ejemplar.

* Posteriormente afiadir acido nitrico (HNO,)
al 1.8 M para algas coralinas no geniculados,
o al 0.6 M para algas coralinas geniculados.
Ambas concentraciones deberan cubrir por
completo los tejidos. Dejar reposar durante
una hora y realizar 12 recambios con el mismo
lapso de tiempo. Se evidenciara que el tejido
esta descalcificado cuando este se encuentre
flotando.

3. Tincién (Fig. 2B)

* Retirar el acido nitrico y colocar permanga-
nato de potasio (KmNO,) al 0.1% hasta cubrir
por completo el tejido. Dejar reposar durante
una hora y posteriormente realizar 6 recam-
bios con el mismo lapso de tiempo. La concen-
tracién no varia para ambos grupos.

4. Deshidratacion (Fig. 2C)

* Colocar en casetes de plasticos los tejidos, al
igual que los datos de los ejemplares.

e Posteriormente se deberan colocar en el
siguiente tren de alcoholes.

Alcohol etilico al 30% (30 minutos)
Alcohol etilico al 60% (30 minutos)
Alcohol etilico al 90% (30 minutos)
Alcohol etilico al 100% (30 minutos)
Alcohol etilico-butilico 1:1 (30 minutos)
Alcohol butilico al 100% (30 minutos)

¢ Finalmente las muestras se colocardn en un
recipiente que contenga parafina al 100% a 60°C
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Figural. Rama de unrodolito con conceptéaculos (flecha).
La fotografia pertenece al rodolito con namero de
herbario de la Universidad del Mar PC XXI. La barra
de escala representa Tmm.

(12 horas con dos recambios cada seis horas).

Lo anterior se puede realizar de manera auto-
matica en un Histoquinet, o de manera manual
en cajas sucesivas de tincion.

5. Inclusién (Fig. 2D)

* Pasar y colocar las muestras, en un recipiente
con parafina ya derretida a 60°C, (este traspaso
debe ser muy répido para poder evitar que los
tejidos se solidifiquen).

Para cada una de las muestras:

* Del recipiente, tomar un casete y quitarle
la tapa.

* En un pequefio molde de acero o de plastico
vertir parafina a una temperatura de 60°C y

Figura 2. Histologia de algas rojas coralinas. A) Descalcificacién. B) Tincién C) Deshidrataciéon de las muestras en un
. D) Inclusién: Solidificaciéon de las muestras (flecha), molde de plastico (flecha con muesca) y

Histoquinet

depésito de muestras con parafina derretida a 60°C (flecha sin relleno). E) Cortes: Micrétomo (flecha), recipiente

de bafio maria a 45 °C (flecha sin relleno) y microscopio para la observacion y seleccién de laminillas (flecha con

muesca). F) Montaje con resina sintética.
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colocar rapidamente el tejido de forma vertical
u horizontal. La posicion dependera del tipo
de corte que se requiera obtener.

* Colocar el casete de forma que embone con
el molde de acero o plastico.

* Verter nuevamente parafina hasta que cubra
por completo el casete y finalmente dejar repo-
sar hasta que la parafina se halla solidificado.

6. Cortes (Fig. 2E)

* Los bloques de parafina obtenidos, se colo-
can en un micrétomo y el grosor del corte de
los tejidos se realiza a 6 micras.

* El tejido se coloca en un bafio maria a una
temperatura de 45°C, posteriormente en un
porta objeto y utilizando una aguja de disec-
cién se coloca el tejido.

* Observar la laminilla en un microscopio y si
el tejido presenta las estructuras que se nece-
sitan para la determinacioén, conservarla y
colocar los datos del ejemplar, de no ser asi,
desechar el tejido y volver a cortar.

7. Montaje (Fig. 2F)

* Con el fin de derretir la parafina, colocar las
laminillas en una canastilla de tincion y dejar-
las en un horno a 60 grados durante 24 horas.

* Posteriormente, los residuos de parafina que
quedaron en las laminillas, se retiran una vez
que las muestras son colocadas en una caja de
tincién que contenga Citoseal o en caso de no
contar con la sustancia, utilizar xileno.

* En seguida, tomar una laminilla, colocar 5
gotas de resina sintética liquida y cubrirlo con
un cubre objetos (tratar de no dejar burbujas
de aire). Repetir con el resto de las laminillas.

* Dejar secar las laminillas en una estufa a 60
°C durante 48 horas y finalmente limpiar y
observar las laminillas en un microscopio.

A manera de resumen se presenta en el
siguiente diagrama la técnica histolégica antes
descrita (Fig. 3).
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Seleccionar ramas con estructuras
reproductivas

v

Descalcificacion

| Coralinas n
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v
Afadir Acido Nitrico (HNO,) al
1.8 M hasta cubrir por completo
el tejido

y

A
Anadir Acido N
0.6 M hasta cubrir por completo

el tejido

itrico (HNO,) al

Para realizar el Acido Nitrico
al 1.8 M.

Se coloca 62.31 ml de acido
nitrico al 65% en 500 ml de
agua destilada.

Dejar reposar durante una hora y
prealizar 12 recambios con el mismo

lapso de tiempo
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Tincién

Colocar permanganato de pota-
sio (KMNO,) al 0.1% hasta cubrir

por completo el tejido

v

Deshidratacion

y

Para realizar el Acido Nitrico
al 0.6 M.

Se coloca 20.77 ml de acido
nitrico al 65% en 500 ml de
agua destilada.

Alcohol etilico al 30% (30 minutos).
Alcohol etilico al 60% (30 minutos).
Alcohol etilico al 90% (30 minutos).

Alcohol etilico al 100% (30 minutos).
Alcohol etilico-butilico 1:1 (30 minutos).
Alcohol butilico al 100% (30 minutos).

Parafina al 100% a una temperatura de 60

grados (12 horas)

Tomar una laminilla, colocar
5 gotas de resina sintética
liquida y cubrirlo con el cubre
objetos (tratar de no dejar
burbujas de aire). Repetir con
el resto de las laminillas.

«—

v

Inclusién

v

Cortes

v

Montaje

v

Para realizar el permanganato
de potasio al 0.1%.

Se coloca un gramo de KMNO,
al 99% en 1000 ml de agua
destilada.

I corte de los tejidos se realiza

a6 um.

Figura 3. Diagrama de flujo en donde se muestran los pasos a seguir para
la obtenciéon de laminillas permanentes de algas rojas calcéreas.

Técnica histologica para algas rojas...

Ciencia y Mar 2013, XVII (49): 59-59

59



