LA TECNICA

(R0

DOBLE COLORACION DIFERENCIAL

EN HISTOLOGIA VEGETAL

Por AUGUSTO C. SCALA

De las Universidades nacionales de La Plata y Bucnos Aires

1. Un nuevo colorante carminico. Método de preparacion. — II. Técnica de doble
coloracion, — IIl. Método abreviado para hacer preparaciones definitivas. Nuevo
conservador de montaje.

Con ¢l objeto de dar 4 conocer un nuevo procedimicnto de téemica
colorante, publico la presente nota, sin entrar en mayores detalles,
desde que ellos iran incluidos en la obrita que va 4 imprimirse proxi-
mamente.

En el manejo diario de la conocida téenica utilizada en histologia
vegetal (verde iodo-carmin-alumbre), tave, como la tienen muchas otras
personas, oportunidad de constatar infinidad de veces, los malos resul-
tados que da el carmin-alumbre, cuyo poder y nitidez de coloracion son
mas que problemadticos, & tal punto, que ahora estimo oportuna su eli-
minacion del material téenico, y dados lox resultados espléndidos que
he obtenido, su reewmplazo por el earmin al dcido bérico, cuya férmula
es la siguiente:

Carmin puro .. ............ 0.50 gr.
Agna destilada caliente. , ... 150 cent. enb.
Acido bérico . ............. 3 or.

Disuélvase el dcido borico en el agua destilada caliente, agrégnese
el carmin y contintiese culentando al fuego por espacio de 15 minutos
(es decir, mas 6 menos el tiempo necesario para que s¢ evaporen unos
50 centimetros cabieos de agna). Agitese constantemente. Filtrese en
caliente. Notardse que el exceso de dcido bérico preeipita en frio; sin
embargo, no debe separarsele.
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TECNICA DE DOBLE COLORACION UTILIZANDO EL CARMIN BORICO

(Eu geueral la téenica de doble coloracion se emplea cuando tan sélo
se trata de estudiar Ia estruetura interna de un vegetal enalquiera, su-
friendo modificaciones ¢ siendo suprimida por completo, cuando debe
estudiarse el contenido celnlar.)

Se hardn los cortes como de costimbre, se pasan luego por el hipo-
clorito sédico, se lavan en agna. se colorean con el verde-iodo ' (verde
iodo, 0,25 er.; agua destilada, 100 gr.); se lavan en agua, se pasan por
solueién de sulfuto awluminico (1 °/, acnosa) durante 5 minutos para
quitar ¢l exceso de verde y preparar Ia aceion del carmin, en el c¢nal se
sumergen los cortes, lavados vipidamente en agua, por 5 & 10 minutos.
Se lavan de nuevo en agua, y se moutan cn elicerina si se frata de pre-
paraciones de observacion momentanea (transitorias), 6 bien, si se quie-
ren hacer preparados definitivos, después del carmin se irdn pasando
sncesivamente por los alcololes 4 60°, 70°, 30°, 90°, 100°; por xilol y
se montardn en balsamo de Canadd.

Para unitormar presento el enadrito siguiente que indica las suce-
sivas operaciones que el corte debe sufrir:

¢ Contrariamente € lo que hacen hasta hoy los diferentes antoves, utilizo el
verde-iodo en la proporeion que indico, en Ingar de solucidon saturada acuosa, pues
la experiencia me demuestra la mayor nitidez de la eoloracion.

Tiempo de eoloracion : 30 segundos i@ un minnto.



Para preparaciones transitorias Para preparaciones definitivas
Hipoclorito sodico Hipoclorito sédico
Agua destilada Agua destilada
I |
Verde-iodo Verde-iodo
I |
Agna destilada Agua destilada
Sulfato almminico Sulfato aluminico
| |
Agua destilada Agua destilada
[ I
Carmin borico Carmin hérico
Agua destilada Agua destilada
Moutaje en glicerina. Aleohol 4 60°

|
Alcohol & 70°
|
Alcohol & 80°
l
Alcohol 4 90°
|
Alcohol & 100°

l
Xilol

Montaje ¢n billsamo de CanadAd.
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METODO ABREVIADO PARA IIACER PREPARACIONES DEFINITIVAS

Mas de una vez se habra notado la abrumadora lentitud que resulta
de preparar cortes para ser coloreados y montados en balsamo de Ca-
nada, especialmente el pasaje por los diferentes alcoholes, indispen-
sable para la absoluta deshidratacion del preparado, sin enyo requisito
¢l balsamo se emulsiona y nubla los cortes, al extremo de hacer dificiles
y ann imposibles las observaciones microseopicas; por otra parte, pocos
son los cortes que resisten la aceion continuada de tantos deshidratan-
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tes sin contraerse, de donde resulta que despucs de un trabajo de casi
dos horas, los cortes no sirven.

Iste punto me ha preoenpado también durante alg@n tiempo, y des-
pués de nna serie de tanteos me decido por el montaje de las prepara-
ciones en un liquido conservador, cuya férmula definitiva es la si-
gniente:

Goma ardbiga pura de Erba, pnlverizada . | 12 gr.

Acua aleanforada ' . L 25 ceut. c¢iih,
Glicerina, .. ... 500 I 00000550000 @ 000 2 =
Sulfate almminico . ... ... .. ..., 5 0 P 0,05 gr.
Agna destilada, 0o 0 L oL 23 cent. ciib.

Disuélvase la goma en ¢l agua alcanforada; el sultato aluminico en
el agua destilada, agréguese 4 esta solucion Ly glicerina, moviendo sua-
vemente con una varilla de vidrio; mézelense las dos soluciones poco a
poco. Eiltrese por papel de filtro blanco, haciendo que el liquido 1legue
4l fondo del frasco sin golpear goteando, lo que se consigue nsando nn
embudo enyo tubo al sexgo llegue hasta el fondo del recipiente. El
frasco con tapa de esmeril prolongada en varilla ex el mds recomen-
dable para el caso presente,

Los cortes no deben pasar por lox alecoholes sino por agua solaniente,
Después de coloreados en el carmin borico se lavan en agua destilada,
se colocan sobre el porta-objetos, se absorbe el agua ¢ne aun los hume-
dece, se vierten dos 6 tres gotas del liquido de montaje. ya sea sobre
los mismos cortes 6 mejor ann sobre el cubre-objetox, ¢l que se inver-
tird con nn movimiento ripido y <e apoyard suavemente sobre los
cortes,

Y Ia preparacion detinitiva estd lista. Se la pnede calentar después
dnrante unos 5 minutos &4 la estufa (30°-40°), 6 sencillamente & eierta
distancia de nna llama cnalquiera de lampara de aleohol 6 mechero
Bunsen, si se la quicre secar rdapidamente, pero en general basta dejar
las preparaciones en posicion horizontal por espacio de 4 4 5 hovas y
estaran lo suficientemente secus y adheridos los cubre-objetos para que
puedan ser inelinadas sin peligro de deslizamiento.

El tiempo que dura la téeniea eompleta gqneda redueido de 15 4 25
minutos segtn la prictica del operador, con la ventaja inapreciable de
poder hacer 4 un mismo tiempo una serie de cortes, sin temor de que
se sequen, contraigan ¢ se vesquebrajen, debido 4 la snpresion completa

! El agna aleanforada se prepara asi: Agua destilada, 100 centimetros cibicos ;
alcohol aleanforadoe, 5 centimetros cibicos; déjese en contacto durante 1-2 dias,
agitando de tiempo en tiempo. Filtrese para separar el aleanfor precipitado. Frasco
eswmeril,
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de los aleoholes, del xilol y balsamo de Canadd, téenica para enya reali-
zavion completa se requiere nunea menos de 2 horvas,

Las personas que ntilizen el mevo carmin al dacido borico notaran la
finnra, intensidad y brillo de coloracion que se obticnen eon el colovante
que indico, y esa serd la mejor manera de reconocer, aprobar y aun re-
comendar su uso ¥y bnenas cualidades,

Buenos Aires, junio 14 de 1908,
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