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Introduccion

Para la comprension del sustrato celular de la herencia, es preciso analizar los mecanismos reguladores de eventos
bioquimicos secuenciales y continuos en la célula [1]. De igual forma para conocer lo que sucede en la célula durante
la mitosis es preciso delimitar la trayectoria de los eventos que se llevan a cabo dentro de ella.

Este trabajo comprende una vision diferente a las anteriores de un proceso fundamental sucedido en todos los
organismos eucariontes para generar nuevas cé¢lulas y nuevos organismos; el de la mitosis [2]. Aunque el proceso de
division celular ha sido caracterizado desde hace muchos afios atrds en diversos tipos celulares, con diferentes
técnicas y con diferentes instrumentos; en los resultados de este trabajo se muestran imagenes obtenidas in situ [3-5]
con el Microscopio de Fuerza Atomica de células de raiz de cebolla en division celular.

En la elaboracion de este trabajo principalmente se us6 el Microscopio de Fuerza Atomica [6], un instrumento que en
las ciencias bioldgicas tiene tan s6lo algunos afios en haberse empezado a usar, su mecanismo permite obtener
imagenes reales y en tercera dimension de la muestra en estudio ademas de ofrecer una resolucion mayor al
Microscopio Electronico de Transmision [7]. En el AFM una aguja “barre” el relieve de la muestra y por medio de
un programa de computo lo transforma en una observacion que puede ser interpretada como una imagen en tercera
dimension. La muestra referida es un corte muy delgado (0.2 um) de la punta de una raiz de cebolla que fue

procesada con la técnica convencional de microscopia electronica [8].

Objetivo

Observar y reconocer estructuras celulares correspondientes a las etapas de la mitosis en células meristematicas de la
raiz de cebolla (4/lium cepa) con el microscopio de fuerza atdomica.

Analizar si el microscopio de fuerza atdomica permite resolver estructuras celulares involucradas en la expresion

fenotipica de la division celular.

Metodologia
Se utilizaron meristemos de raices de cebolla obtenidos a partir de crecimiento de cebollas en agua, durante 3 a 4
dias, a temperatura ambiente [9]. Las muestras se procesaron de acuerdo con técnicas estandar para microscopia

electronica, se tomaron los meristemos de la raiz de cebolla y se fijaron con glutaraldehido al 6% en amortiguador
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PBS a pH 7.2 durante 16 horas. Las muestras después se lavaron con PBS y se postfijaron con tetradxido de osmio al
1% durante varias horas. Posteriormente se enjuagaron y se deshidrataron en una serie de etanol a concentraciones
graduales, finalizando con 6xido de propileno. La preinclusion se llevo a cabo con una mezcla de 6xido de propileno
y resina epdxica, en proporcion 1:1 durante 16 horas. Finalmente las muestras se incluyeron en resina epoxica
durante 16 horas a 600C. Se obtuvieron cortes semifinos de unos 200 nm de espesor, con una cuchilla de vidrio y
utilizando un ultramicrotomo marca Leica, modelo Ultracut. Los cortes se montaron al calor sobre portaobjetos de
vidrio y se tifieron con azul de toluidina. Otros cortes se montaron sobre portaobjetos y no fueron tefiidos.

Los cortes semifinos tefiidos o sin teflir se observaron con un microscopio de fuerza atomica modelo BioScope
(Digital Instruments, Santa Barbara CA, USA) operando en modo de contacto y zapping con un controlador
Nanoscope Illa. El microscopio trabaja sobre un microscopio invertido Diaphot 200 (Nikon). Se utilizé un scanner
de 100 um y puntas de nitruro de silicio de 20-50 nm de radio de curvatura (modelo NP). Se utilizaron velocidades

de barrido de entre 1.969 a 1.285 Hz, una fuerza de 10 nN y una ganancia de 0.5 unidades arbitrarias [10].

Resultados

Los resultados muestran diferentes figuras mitoticas a partir de cortes de material biolégico incluido en epon, muy
similares a lo observado previamente en otros trabajos [11] y otros tipos de microscopios. Los criterios utilizados
para definir las etapas de la mitosis fueron la compactacion del material genético, su arreglo, organizacion y
distribucion a través de la célula, la presencia de la pared celular, presencia o ausencia de nucleolos.

La rotacion de las imagenes y la proyeccion en tercera dimension evidencian en el eje Z, las variaciones en la
topografia de la muestra. El relieve muestra la textura de los elementos celulares, en donde resaltan de manera

notable el nucleolo y los cromosomas.

Conclusiones
Las imagenes demuestran que las células observadas se encuentran en mitosis. Los resultados abren la posibilidad de

analizar la mitosis con la resolucion propia del microscopio de fuerza atémica.
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