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PALABRAS CLAVE: RESUMEN:

Bacillariophytas, microscopia elec- Los detalles morfolégicos que presentan el grupo de las Bacillariophytas
trénica de transmision, identifi- generan errores en la identificacion, donde la microscopia electronica de
cacion. barrido (MEB) ha sido una herramienta fundamental para la clasificacion

taxonomica, pero requiere esfuerzo de tiempo por la complejidad en la
preparacion de las muestras y altos costos que limitan la utilizacion de
KEY WORDS: este instrumento. Por tal razén Se evaluaron tres técnicas para microscopia
electronica de transmision (MET) previa limpieza de los frustulos de las
Bacillariophytas, scanning electron diatomeas: 1: sombreado en evaporador al vacio, 2: Fijacion con vapores
microscopy, identification osmicos, 3: Tincion con acetato de uranilo para 10 minutos de exposicion
y 4: Tincion con acetato de uranilo para 5 minutos exposicion

ABSTRACT

The morphologic details present to the group of the Bacillariophytas, cause in
many of the cases errors in the identification, this condition has constituted
Scanning Electron Microscope (SEM) like a tool fundamental for clasifica-
tion, but require effort of time by the complexity in the sample preparation
and stops costs that limit the use of this instrument. For such reason three
techniques for Transmission Electron Microscopy (TEM) previous cleaning
of the frustulos of the diatomeas to evalued: 1: shaded in evaporator to the
emptiness, 2: Fixation with osmic steam, 3: with acetate of uranilo (5 min)
and 4: with acetate of uranilo (10 min).
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INTRODUCCION

Los organismos acudticos presentan inconvenientes
en la identificacion taxonomica, debido al tamafo y
a los detalles morfoldgicos, los cuales sdlo pueden
observarse bajo microscopio electronico [1], como las
estructuras rigidas que forman exoesqueletos, general-
mente, simétricos y especificos de cada especie como
se presentan en los radiolarios y Bacillariophytas. [2]

Esta variedad de ornamentaciones genera errores y
confusiones en la tipificacion de las especies, por lo
que se ha utilizado con mayor frecuencia la microsco-
pia electronica de barrido (MEB) [3,4,5], herramienta
fundamental para la identificacion de diatomeas pero
que requiere esfuerzo de tiempo por la complejidad en
la preparacion de 1as muestras y en algunos casos los
altos costos limitan la utilizacion de este instrumento.
Tal condicion llevo a evaluar diferentes técnicas para
utilizar microscopia electronica de transmision (MET)
como una herramienta practica en la determinacion de
individuos de la familia Bacillariophyceae.

MATERIALES Y METODOS

Para evaluar diferentes métodos de MET, se colectaron
muestras de diatomeas en un recipiente de 50 mli, al
que se le adiciond lugol-acético para la fijacion de las
células [6]. Se extrajo una alicuota de 10 ml, lavada
con agua destilada con el fin de remover el preservante
(agitar, centrifugar a 1500 rpm — 10 minutos y desechar
el sobrenadante). El material concentrado fue sometido
a un proceso de digestion acida, que elimino la parte
organica de los frustulos [7], estabilizandose el pH, para
mantener la estructura de las valvas de silice [8].

Terminado el proceso, se prepararon las células usando
tres métodos, como se menciona a continuacion:

1. Se fijo una gota de la muestra con vapores 0s-
micos (tetroxido de 6smio al 2%) los vapores de
esta solucion fijan las células, durante un tiempo
de exposicion de 1 minuto sobre el portaobjeto, a
la que se le adhirieron rejillas de cobre 200 mesh
recubiertas por film-soporte (0,5 % en dicloroe-
tano) para que las células se depositaran sobre él,
realizando el proceso bajo la camara de extraccion
de gases. [9]

2. Alas rejillas resultantes del anterior proceso se
les adiciono una gota de acetato de uranilo (2%)
durante 5 y 10 minutos, se seco con papel filtro
y se repitio el proceso hasta dejar evaporar com-
pletamente. [9]

3. El material proveniente del tetroxido de osmio fue
sombreado con la ayuda de un evaporador al vacio
(Jeol JEE- 4x). [10]

Posterior a este procedimiento cada una de las muestras
procesadas se coloco en una grilla de cobre y fueron
tomadas las fotografias en un Microscopio Electronico de
Transmision marca Jeol model Jem 1200 Ex — 80.0 kv.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las caracteristicas estructurales de las diatomeas son
la base de |a clasificacion y descripcion de las mismas,
presenta una ventaja a nivel paleontologico puesto que
la conformacion en silice mantiene las caracteristicas,
permitiendo la descripcion de especies ya extintas [11],
de acuerdo a esto y a las diferentes técnicas utilizadas
se encontraron los siguientes resultados.

 Tratamiento: Evaporador de Carbono al vacio:

La figura 1, senala la pared celular o caparazon siliceo
denominado frustulo, especificamente de una diatomea
del genero Gomphonema, el cual esta dividido en dos
partes rigidas y ornamentadas (tecas) que encajan una
en la otra la mas externa la epiteca y la mas interna hi-
poteca, que en algunos casos son denominadas como
parte valvar y pleural, respectivamente.

Es de anotar que el registro de la imagen no es el
adecuado (figura 1), debido a las acumulaciones de
carbono provenientes del sombreado, que no permiten
distinguir otro tipo de estructuras diferenciales, para la
identificacion de la especie. [11]

Las células del genero Gomphonema (Ehrenberg), se
distinguen por ser asimétricas en vista valvar y pleu-
ral. Las valvas son lanceoladas con un extremo mas
ancho (Figura 1), predominan en aguas eutroficas,
denominandose estenoicas, especializadas en aguas
con altos contenidos de materia organica proveniente
de la descarga de efluentes que contienen heces fecales
y sangre producto del sacrificio de cerdos [8]. Son
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Figura 1. Diatomeas del género Gomphonema - Escala: 2um

A: Vista valvar B: Vista pleural.

especies tolerantes a la contaminacion, pero no pierden
la calidad estenoica, debido a la caracteristica nitrofila
que estas presentan [12].

¢ Tratamiento: Tetroxido de dsmio:

Una caracteristica determinante en la clasificacion de las
diatomeas, es la ornamentacion presente en las valvas
de los frastulos, que aparece con aspecto de estrias
paralelas o entrecruzadas de una extrema finura. [13]

Estas estructuras se pueden apreciar en la figura 2,
muestra tratada con Tetroxido de osmio, el cual fijo ade-
cuadamente la célula y permite observar claramente los
poros alineados en filas radiales en el caparazon de silice,
los cuales permiten el intercambio con el medio acuatico
para tomar de él las sustancias que necesita para el
crecimiento, reproduccion y respiracion; estructuras de
dificil identificacion en un microscopio optico. [13]

En la imagen (figura 2) se muestra la seccion central
de una Navicula (Bory de St. Vincent). La célula es si-
meétrica, rafe recto, con un nodulo central bien definido,
estrias finas y ligeramente radiadas.

Ecoldgicamente, el genero esta conformado en gran
manera por especies generalistas (Navicula gregaria,
Navicula cryptocephala), que presentan una amplitud
en el habitat, sin seguir un patron estacional, sino que
responde a la irregularidad hidroldgica. Pueden consi-
derase como cosmopolitas y tolerantes a las fluctua-

ciones de conductividad, temperatura y concentracion
de nutrientes. [14]

En cuanto al sistema de clasificacion de Diatomeas se
basa en la realizada por Simonsen [8] y se complementa
por Round (actualmente utilizada).

Se dividen en Orden Pennales y Centrales (llamado el
Biddulphiales) estos dltimos presentan una simetria
radiada, la estructura de la valva esta dispuesta en re-
ferencia a un punto central de la valva o en referencia a
dos, tres 0 mas puntos de manera que aparecen valvas
biangulares, triangulares o poligonales no aparecen
rafes (ni pseudo rafes). [13]

Lafigura 3, muestra claramente las particularidades de
las especies agrupadas en el orden Pennales (disposi-
cion no radial). Los detalles expuestos en esta imagen,
se lograron por la utilizacion del Tetroxido de osmio
como reactivo fijador de la célula y sin el empleo de
sustancias para la tincion de la misma.

En la fotografia (figura 3) se observa las diferencias en
el eje transversal de la estructura de la valva, dispuesta
en referencia a una linea central que para este caso es
nddulo terminal o en referencia a un punto sobre la
valva, que podria ser el rafe.

Para tales efectos se dividio en dos ejes, uno longitudinal
y otro transversal, sefialando las estructuras anterior-
mente anotadas (figura 3).

Las células de Gomphonema parvalum, son lanceoladas,
con |os extremos capitados, rafe levemente ondulado y
estrias paralelas y punteadas (Figura 3). Se haregistrado
en humedales eutrdficos de México sensible a cambios
bruscos y progresivos, provocados por la presencia de
solidos en suspension, contaminantes del agua y se
refleja en el incremento de la poblacion. [18]

Enlafigura 4, se observa el ejemplar del género Pinnula-
ria (Ehrenberg), presenta células lineo-lanceoladas con
extremos redondeados a subcapitados. Las estrias tran-
sapicales son cortas, ligeramente radiadas, encargadas
de realizar el intercambio osmatico de la célula.

Al igual que otros géneros (Cymbella, Gomphoneis,
Amphora y Nitzschia, entre otros), Pinnularia presenta
simetria bilateral a lo largo del eje longitudinal, pero no
en transversal [11] (Figura 4).
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Figura 2. Diatomea del género Navicula - Escala: 1um

Nc: Nacleo Central, R: Rafe y E: Estrias.

Figura 3. Gomphonema parvalum - Escala: 1um
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Esta diatomea, muestra unas estrias radiadas y conver-
gentes en los extremos, el area central presenta estauros
amplio. Considerada como eurioica ampliamente
tolerante [7], utiliza los aportes de materia organica
aloctona procedente de la escorrentia y la degradacion
parcial de la materia organica adyacente a las lagunas;

Figura 4. Pinnularia sp. - Escala: 5um
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E: Estrias transapicales.

coincidiendo con su caracter eurisustratico, pionero y
con sus preferencias nitrofilas; es decir, se identifican
con una amplia tolerancia ecoldgica [19]

e Tratamiento: Tetroxido de 6smio y acetato de
uranilo (2%) durante 10 minutos

La figura 5, muestra los poros y el nddulo terminal de
Navicula cryptocephala, la imagen se muestra un poco
oscura y se tiene la sensacion de fotografia movida o
corrida, como consecuencia del prolongado tiempo de
exposicion a los reactivos utilizados para la fijacion y
tincion.

La célula, presenta un extremo redondeado, capitado a
globoso, las estrias son paralelas y ligeramente radiadas
y el nddulo terminal se dirige en direccion opuesta al
nodulo central (Figura 5).

Ha sido descrita como diatomea heterotrofica facultati-
va, condicion que favorece la reproduccion en ecosis-
temas extremos, presentando variabilidad morfologica
(tamano, estrias y rafe) que dificulta su determinacion
taxonomica [15,16,17], por la cual, debera tenerse
precaucion en la utilizacion de este tratamiento para
no generar error en la identificacion de las Bacillario-
phytas.
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* Tratamiento: Tetroxido de Osmio y Acetato de
Uranilo (2%) 5 minutos

La figura 6, exhibe el género Eunotia (Ehrenberg), asi-
métrico a los ejes longitudinales y apicales, hay poca
definicion en las estructuras del alga, a lo mejor por el
poco tiempo de exposicion a los reactivos utilizados
para la tincion de la célula.

A pesar de la claridad de la fotografia, se pueden iden-
tificar las valvas finamente estriadas; las estrias son
paralelas y se hallan dispuestas perpendicularmente
al eje longitudinal recurvado.

El rafe es corto y poco visible en los nodulos polares
ligeramente arqueadas, isopolares, apices redondea-
dos, margen ventral recto o ligeramente concavo, con
nddulos polares pequerios. [20]

Se observa un ensanchamiento en el centro de la valva,
cerca de la margen ventral las estrias se interrumpen
a menudo formando una linea muy clara a lo largo de
la valva.

Eunotia, se halla relacionados con pH bajos, soportan
ciertos incrementos en concentracion de nutrientes y
pueden acumular y almacenar en sus células fosforo
soluble y particulado (detrito), para usarlo cuando su
concentracion en el agua sea menor algo similar ocurre
con el suministro de nitrdgeno combinado, el cual fijan
del nitrdgeno atmosférico y de esta forma no dependen
de él. [20]

Figura 5. Diatomea Navicula cryptocephala - Escala: 1um
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Figura 6. Eunotia sp. - Escala: 50um

E: Estrias paralelas trans apicales, R: Rafe

CONCLUSIONES

El tratamiento con Acetato de Uranilo (5 minutos), las
estructuras no se tifieron adecuadamente, dando como
resultado unas fotografias claras o con alta luminosidad
que pueden generar errores en la identificacion de las
especies.

El tratamiento durante 10 minutos Acetato de Uranilo,
generd una imagen oscura pero que permite identificar
las estructuras de la célula tratada, pero da la sensacion
de una fotografia movida, condicion que puede generar
error en la identificacion de algunas especies.

El evaporador al vacio con carbono, tifi¢ la célula de
tal forma que el registro obtenido fue oscuro y se
encubren estructuras del alga fundamentales para su
identificacion.

Como se pudo observar el sistema de preparado de las
células con vapor con Tetroxido de Osmio es una técnica
eficiente que permite obtener la informacion y observar
através de la microscopia electronica de transmision
(MET), las estructuras del alga.

Los procesos con Acetato de Uranilo y Evaporador
con carbono, ademds de no generar imagenes claras,
incrementan un paso mas en el tratamiento de las
células de Bacillariophytas, que se reflejan en incre-
mento de los costos y sin beneficio para el trabajo de
identificacion.
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RECOMENDACIONES

Se debe tener especial cuidado con el proceso de
digestion acida, con el fin obtener fristulos limpios y
esto se refleje en la nitidez de las fotos.

En caso de tener una muestra muy densa o con muchas
células de diatomeas, hacer la respectiva dilucion y pos-
terior a esto centrifugar durante 5 minutos a 2000 rpm

Seria de gran aplicacion realizar ensayos con Acetato
de Uranilo, para periodos comprendidos entre los 6 y
9 minutos.
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