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La microscopia es la técnica que sirve para producir imagenes visibles de estructuras o detalles demasiado
pequeiios que no pueden ser percibidos a simple vista. El ojo humano no logra distinguir objetos de menos
de 50 micras de diametro ni consigue resolver dos lineas separadas por menos de 100 micras es por ello la
necesidad de utilizar este tipo de tecnologia para llevar a cabo el andlisis a nivel celular.

En los sistemas de regeneracion de plantas es importante conocer el estadio de diferenciacion celular,
permitiendo asi realizar los subcultivos sucesivos y promover de esta manera una regeneracion de plantas
completa. La herramienta mas adecuada seria la visualizacion de las células vegetales en microscopia de
luz ya que en nuestro grupo contamos con estos aparatos y las técnicas microscopicas seran los métodos
mas adecuados para poder hacer este tipo de estudio.

Una de las bondades de los sistemas de cultivo in vitro de material vegetal es mantener a las células en
estadios especificos dependiendo de los estimulos con diferentes medios de cultivo suplementados con
diferentes tipos de reguladores del crecimiento a los que son sometidas las células para llevarlas al punto de
interés, las condiciones microscopicas para determinar estos estadios ain no estan establecidas dado que
son particulares dependiendo del material vegetal en cuestion. Si nosotros conjuntamos los productos de
ambos métodos conoceremos con solo ver las muestras vegetales al microscopio cual seria el siguiente paso
al cual hay que someter las células en los diferentes medios de cultivo para proseguir en el proceso de
regeneracion de la planta.

En estos momentos se esta llevando a cabo trabajo experimental con los siguientes modelos vegetales:
frijol, maiz, arbol del paraiso, paulownia, etc. Para todo esto es muy importante tomar en cuenta las
caracteristicas de las muestras que se requieren trabajar para asi seleccionar la técnica microscopica mas
apropiada. En nuestro caso especifico es necesario observar células totipotentes no diferenciadas de
embriones somaticos y otras estructuras meristematicas de diferentes muestras vegetales para poder
observar claramente la organizacion de las células que conforman la estructura en cada etapa de su
desarrollo y diferenciacion que comprende, desde la formacion de los embriones hasta la aparicion de
organos que formaran una planta.

Hasta el momento no se conoce una técnica repetitiva y confiable de tincion diferencial de material vegetal
que nos permitan observar al microscopio las diferentes caracteristicas celulares que muestre los cambios
de las células diferenciadas como de las no diferenciadas.

En nuestro laboratorio se establecieron condiciones optimas en las cuales los callos embriogénicos de
frijol, maiz, arbol del paraiso, paulownia, presentan sus mejores caracteristicas, logrando obtener cortes
homogéneos de 8 | m de grosor. Con respecto a la estandarizacion de la técnica de tincion nos ha
permitido observar diferencia a nivel de nucleo ya que las células diferenciadas muestran un nticleo
prominente que abarca aproximadamente el 80% de su volumen celular mientras que aquellas que atin
conservan su estadio totipotente su nucleo es pequefio y bien delimitado. Otra de los métodos de
observacion diferencial que logramos establecer es aquella que nos permitié ver zonas jovenes de activo
crecimiento en tonos azules (proteina) y estados mas avanzados de maduracion en tonos rosas
(carbohidratos) a dicha técnica le hemos denominado PASSNBB (no descrita) que es, una modificacion y
readaptacion de la técnica del PASS aniline blue black (Donald 1968, Clark 1981).
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