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IMPREGNACION ARGENTICA EN SECCIONES DE

GILICOLMETACRILATO PARA LA DEMOSTRACION DE NORS EN APICES

RADICALES DE ALLIUM CEPA (ALLIACEAE)

MARIA C. LABRAGA', ADRIANA N. PEREZ?, VIVIANA TRAVERSO? y VICTOR H. TOMAS4

Summary: Silver staining 1o glicolmethacrilate sections for demonstration of NORs in root tips of Allium
cepa (Alliaceae). Nucleolar organizer regions (NORs) are loops of DNA, which are transcribed into
ribosomal RNA. NORs can be demonstrated by silver staining techniques, since NOR-associated proteins
are argyrophilic, producing structures termed “AgNOR". The AgNOR methods. currently available to
paraffin-embedded samples, are not entirely satisfactory when applied in order to semithin
glycolmetacrylate sections, as unspecific silver precipitates readily from in the sections. In the present
study, we report an AQNOR staining procedure to demonstrate NORs in glycolmethacrilate-embedded
root meristem cells of Allium cepa L., “onion”. The technigue involves the use of microwave pretreatment
of tissue sections hefore incubation in silver developer solution to optimize the specificity of the method.

Key words: glycoimethacrilate, silver staining, NORs, microwaves treatment, plant anatomy.

Resumen: Las regiones organizadoras del nucléolo (NORs) son bucles de ADN, los cuales transcriben
para la sintesis de ARN rihosomal. Los NORs se pueden demostrar con técnicas de plata, ya que las
proteinas asociadas a los NOR son argirofilas y originan estructuras denominadas "AgNOR". Los
métodos de AGNOR empleados en la rutina de muestras incluidas en parafina dan resuitados insatisfac-
torios cuando se los aplican en cortes semifinos de glicoimetacrilato, debido a los precipitados inespecificos
producidos. Informamos aqui un procedimiento de impregnacion con plata para NORs de células
meristematicas de apices radicales de Allium cepa L. (cebolla). Para ello, antes de colorear los NORs
con la solucién coloidal de plata, se realiza un pretratamiento en un horno de microondas a fin de
optimizar la especificidad del método.

Palabras clave: glicoimetacrilato. impregnacion argéntica, NORs, tratamiento con microondas, anatomia

vegetal.

INTRODUCCION

La técnica de AgNOR para la “tincion™ de regio-
nes organizadoras del nucléolo (NORs) en tejidos
vegetales ha sido empleada como uno de los méto-
dos para evaluar hiperactividad celular en diferentes
condiciones experimentales (Maszewsk: &
Kwiatkowska, 1984; Sato, 1985; Vazquez Nin er al..
1986, Moreno et al., 1988; Dolezel et al., 1989; Zhang,
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1995; Medina et al., 1993a; Olszewska et al., 1997;
Arkhipchuk & Garanko. 2002: Marcano et al., 2002).

Los NORs son porciones de ADN que contienen
genes que codifican para la sintesis de ARN
ribosomal. Los NORs transcripcionalmente activos
estan asociados a proteinas acidas especificas,
argirdfilas. no histonas, que pueden ser visualizados
como pequefios puntos marrén oscuro con técnicas
de plata y son denominados AgNOR (Derenzini &
Ploton, 1991).

Muchos métodos de AgNOR han sido aplicados
en muestras biolégicas. En 1963, Das & Alfert utiliza-
ron este método en preparaciones “squash” de célu-
las meristematicas. Goodpasture & Bloom (1975) de-
sarrollaron una técnica para cortes de parafina a 70°C
y fueron los primeros en describir la propiedad tintorea
especifica de los NORs. Howell & Black (1980) modi-
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ficaron esta técnica de dos pasos, al emplear una so-
lucién coloidal de gelatina-acido formico-nitrato de
plata en un solo reactivo “colorante”. Desde enton-
‘ces, diferentes modificaciones del método “AgNOR”
han sido realizadas en muestras incluidas en parafi-
na, a fin de obtener “coloraciones” de elevado con-
traste y ecvitar la formacion de precipitados
inespecificos de plata metalica. Estas modificaciones
metodologicas se ajustaron al procesamiento y carac-
teristicas de la muestra, grado de pureza de los reactivos
utilizados, técnica y tiempo de fijacion, concentracion
del “colorante”, temperatura de “coloracion”, tratamien-
tos previos a la “tincion” y masa de inclusion. (Hizume
et al., 1980; Ploton ef al., 1986; Cromie e/ al., 1988; LiQ
el al., 1995; Medina ef al., 1995b; Ofner ef al., 1995;
Juntes, 1996, Orrea et al.,2001).

En microtécnica vegetal, el método de Howell &
Black (1980) ha sido ampliamente aceptado para la
“tincién™ de NORs en secciones de parafina y resi-
nas pldsticas de origen epoxidico o acrilico (Schubert,
1984; Sato, 1985; Khuong & Schubert, 1985; DoleZel
elal., 1989; Moreno ef al., 1985, 1988; Medina et al.
1995b). Sin embargo, se observé que la aplicacion de
esta técnica en corles semifinos de apices radicales
de Allium cepa L.(cebolla) Alliaceae incluidos en
glicolmetacrilato mostré precipitados de plata
inespecificos y “tincion” de fondo inadecuados para
el estudio de los NORs de células meristematicas. De
esta manera, el propdsito del presente trabajo fue ajus-
tar el método de AgNOR en secciones semifinas de
glicolmetacrilato para la demostracién de NORs en
meristemas de dpices radicales de cebolla, a fin de
obtener preparaciones histoldgicas de alto contraste
y sin precipitados inespecifico.

MATERIALES Y METODOS

Cinco fragmentos de 5 mm de longitud de apices
radicales de Allium cepa (2n= 16) desarrollados a
partir de bulbos colocados en agua comtn a 25°C
durante 48 horas fueron fijados en FAA (formaldehido
puro, etanol 96°, 4cido acético 1:4:1) a temperatura
ambiente durante 24 horas. Tras lavar con agua co-
mun a corriente continua durante 30 minutos, las mues-
tras se deshidrataron en una serie de alcohol etilico
en graduacion creciente hasta etanol 96° (15 minutos
en cada uno). Posteriormente, las muestras se colo-
caron durante 12 horas en una mezcla a partes igua-
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les de etanol 96° y Glicolmetacrilato (GMA)
(Historesin*, Leica) e incluyeron en GMA nuevo, si-
guiendo las instrucciones del kit comercial. Se reali-
zaron cortes seriados de 3 pm de espesor con
micrétomo de rotacion (Leica®) y navaja de vidrio,
los cuales se pegaron sobre portaobjetos silanizados
(ICN, Cat.: 154766). Tras estirar sobre Platina
termostatizada a S0°C, los cortes se secaron en Estu-
fa a 60°C durante 24 horas.

Las secciones histologicas se sumergieron en una
solucion acuosa |2 mM de acido citrico (Anedra) a
pH 6.0, contenida en una caja de Koplin. EI pH se
ajustd con hidréxido de sodio en perlas
(Mallindckrodt). Se colocaron en un Horno de
Microondas BGH® de 1100W con bandeja giratoria
(Potencia al 30% a 60°C) y se irradiaron con 3 ciclos
de 5 minutos cada uno. Se dejaron enfriar hasta tem-
peratura ambiente y lavaron con agua destilada. Lue-
g0, las preparaciones se colocaron durante 30 minu-
tos en otra caja de Koplin limpia conteniendo el
reactivo de plata, en cdmara oscura y a temperatura
ambiente. El reactivo de impregnacion se prepar6 en
el momento de usar, mezclando 2 partes de una solu-
cion acuosa de nitrato de plata al 25% y | parte de
una solucion acuosa de gelatina al 2% (ambas
Mallindckrodt), adicionada con 1 mi de acido férmico
puro (Anedra). Tras la “tincidon”, las secciones se
lavaron con 3 cambios de agua destilada, se
deshidrataron con alcohol etilico, clarificaron con 2
cambios de xilol y montaron con Entellan (Merck).
Paralelamente, se realizaron pruebas con 3 ciclos de
irradiacion de 3 y 10 minutos cada uno en el mismo
acidoy a igual temperatura (60°C). Otro set de cortes
histologicos adyacentes fue “coloreado™ de acuerdo
al método de rutina de Howell & Black (1980), em-
pleando el mismo reactivo de plata a 70°C, sin
pretratamiento con acido citrico ni microondas.

Las fotografias fueron obtenidas con un
fotomicroscopio Axioskop MOT-2 C. Zeiss

RESULTADOS

Los preparados histologicos irradiados con 3 ci-
clos de 5 minutos cada uno en Horno de Microondas
(potencia al 30% a 60°C), sumergidos en 4cido citrico
a pH 6.0, mostraron los mejores resultados de «colo-
racion» (Fig. 1A). En las muestras analizadas se ob-
servaron claramente los NORs de color marrén oscu-
ro sobre una matriz nuclear de tonalidad amarilla. Es-
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tos resultados de “‘tincion” fueron de elevado con-
traste y no presentaron precipitados inespecificos.

Las preparaciones que fueron irradiadas con 3 ci-
clos de 3 minutos cada uno mostraron “coloraciéon”
débil de los NORs (Fig. I B). Los preparados que fue-
ron coloreados con la técnica de Howell & Black
mostraron “coloracion’ marrén oscuro de los nicleos
al igual que los NORs y precipitados inespecificos de
plata metadlica depositados sobre la matriz
citoplasmatica. Si bien los NORs se colorearon mas
intensamente, el contraste con la matriz nuclear fue
insuficiente (Fig. 1C). Las preparaciones que sc irra-
diaron durante 10 minutos por cada ciclo mostraron
desprendimiento del corte histologico a partir del
portaobjeto silanizado.

dos en la matriz nuclear (Trer¢, 2000). Los NORs pre-
sentan fragmentos de ADN que codifican para la sin-
tesis de ARN ribosomal. Las variaciones en el patrén
normal de los AgNORSs indican cambios cualitativos
y cuantitativos en la sintesis de proteinas. Un incre-
mento en el nimero de AgNORs refleja hiperactividad celu-
lar, lo que a su vez indica, en diferentes condiciones experi-
mentales, un incremento en el rango de proliferacion celu-
lar, cambios en los procesos de diferenciacion y actividad
secretora (Wachtler etal., 1986; Trere, 2000).

En microtécnica vegetal, diferentes trabajos han
sido desarrollados con el propésito de determinar
cambios morfolégicos y cuantitativos de los NORs,
provocados tras la aplicacion de substancias tales
como 6-benzilaminopurina y 24-epibrassidolina

Fig. 1. Tincién de AgNOR de apices radicales de Allium cepi en secciones de Glicolmetacrilato. A: Pretralamiento con 4cido
citrico ¢ irradiacion de 3 ciclos de 5 minutos cada uno. x 200, El «inset» ilustra detalles de los NORs sobre la matriz nuclear,
X 500. B: Pretratamiento con 3 ciclos de 3 minutos de irradiacion. x 200. C: Método de AgNOR de rutina, x 200.

DisCcUSION Y CONCLUSIONES

Los NORs son componentes nucleolares que con-
tienen una serie de proteinas argiréfilas, las cuales
son selectivamente coloreadas por métodos de plata.
Tras la tincion, los AgNORs pueden ser facilmente
identificados como puntos marrén oscuro localiza-

(Fatkhutdinova et al., 2002), mercurio (II), metolachlor
y 4-nitroquinilina-N-o6xido (Arkhipchuk & Garanko.
2002). S-azacitodina (Olszewska et al., 1997), cloruro
de cadmio o aluminio (Zhang, 1995: Marcano et al.,
2002). Otros autores caraclerizaron la organizacion
funcional de los NORs a fin de relacionarla con meca-
nismos de proliferacion celular y analisis de ploidia
en condiciones normales de crecimiento (Maszewski
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& Kwiatkowska, 1984; Moreno et al., 1988; Dolezel
etal.. 1989; Medina et al., 1995a; Zurita et al., 1998;
Medina et al., 2000). En estos trabajos se utilizo la
técnica de plata de rutina con resultados satisfacto-
rios de “tincion™. Sin embargo, la aplicacion de este
método en secciones semifinas de GMA mostrd “co-
loracion™ argéntica inespecitica que dificulto la iden-
tificacidon de los NORs.

De esta manera y de acuerdo a los resultados ob-
tenidos, concluimos que el pretratamiento con acido
citrico 12 mM en microondas durante 3 ciclos de 5
minutos cada uno, mejora substancialmente la
“tincion” de los NORs de apices radicales de 4//ium
cepa incluidos en glicolmetacrilato, ya que los NORs
se colorean de marrén oscuro sobre una matriz nu-
clear amarilla que permite obtener imagenes
histolégicas de ¢levado contraste y sin precipitados
inespecificos. Tiempos menores a 5 minutos de
pretratamiento por ciclo de irradiacion fueron insufi-
cientes para obtener resultados de “tincion’ adecua-
dos y, al respecto, acordamos con Horobin (2002)
quien enfatizé que los tiempos de pretratamiento y
“coloracién” de secciones semifinas de GMA deben
ser prolongados. La aplicaciéon de tiempos mayores
produjo pérdida del corte histologico debido a la ex-
posicién excesiva de calor y microondas.

Si bien las impregnaciones argénticas se produ-
cen por mecanismos predominantemente fisico-qui-
micos, donde determinadas estructuras tisulares
electronegativas atraen iones de plata cargados po-
sitivamente por un mecanismo electrostatico (Garcia
del Moral, 1993), los fenémenos por los cuales se
producen estas “tinciones” son aun poco entendi-
dos. En este contexto, no obstante, el pretratamiento
con &cido citrico permitiria desenmascarar los
aminoacidos acidicos concentrados en los dominios
terminales aminos de la nucleolina, responsable de la
coloracion especifica de los NORs (Ofner et al., 1995).
Esta reaccion estaria acelerada por la irradiacion con
microondas que actlia como co-factor aumentando
la temperatura. Si bien la irradiaciéon con microondas
ha sido empleada para la “tincién” argéntica de NORs
en cortes de parafina (Medina ef al., 1995b; Juntes,
1996), el pretratamiento con &cido citrico en solucién
diluida (I12mM) ¢ irradiacion moderada con
microondas mejord la calidad de las imagenes
histologicas en secciones de GMA.

Por otra parte, los precipitados inespecificos de
plata metalica sobre el corte histolégico es uno de los
problemas mas importantes que se presenta durante
el andlisis de parametros morfologicos v cuantitati-
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vos de los AgNORs, especialmente, cuando el estu-
dio histomorfométrico se realiza con un analizador de
imagenes asistido por computadora (Riischoft er al.,
1990; Bocking & Riischott, 1999). En este sentido,
acordamos con Cromie ef al. (1988), quienes informa-
ron que los precipitados inespecificos podrian origi-
narse por la presencia de residuos aldehidicos libres,
los cuales quedan en el tejido tras la fijaciéon con
formalina. Al respecto, se sabe que la formalina es un
agente reductor muy empleado en “tinciones™
argénticas para revelar la plata catidnica (Ag") a plata
metalica (Ag®) (Garcia del Moral, 1993). La mezcla
fijadora utilizada rutinariamente en histologia vegetal
contiene formalina y, por tanto, seria posible que di-
chos residuos de formalina presentes en el tejido pre-
cipiten la plata sobre el corte histolégico de manera
inespecifica, a menos que se neutralice la actividad
reductora del residuo aldehidico en un paso previo a
la coloracion. De esta manera y como sucede con
otros agentes quimicos tales como glicina,
hexacianoferrato de potasio y acido nitrico (Cromie
etal, 1988; Li Q eral., 1995; Orrea et al., 2001), el
pretratamiento con acido citrico podria neutralizar la
accion reductora de la formalina, evitando la precipi-
tacién inespecifica (Ofner er al., 1995; Juntes, 1996).

El GMA ha sido ampliamente utilizado para
microscopia de luz, debido a que las imagenes
histolégicas que se obtienen con este medio de in-
clusion son de excelente calidad cuando se las com-
paran con las de parafina. El grado de dureza de esta
resina acrilica permite incluir y seccionar muestras
vegetales duras, asegurando la obtencion de cortes
con imagenes mas nitidas. Moreno e/ al. (1988) em-
plearon la tincion de AgNOR en cortes semifinos de
tejidos vegetales incluidos en Lowicryl. Este produc-
to comercial es una resina acrilica que polimeriza bajo
la accion de luz ultravioleta. Sin embargo, esta melo-
dologia es muy costosa, ya que precisa un sistema
de polimerizacién poco comun en un laboratorio de
rutina. En este sentido, e| método propuesto aqui en
secciones vegetales incluidos en glicolmetacrilato es
sencillo, rapido y proporciona preparaciones
histolégicas de elevado contraste y sin precipitados
inespecificos. Ademas. el bloque de GMA presenta
la ventaja adicional de no mostrar cambios
volumétricos durante el corte con micrétomo, como
lo hace el de parafina. Esto pemite la realizacién de cor-
tes seriados de igual espesor, lo cual adquiere especial
importancia en estudios cuantitativos. De esta manera, este
método de AgNOR, en combinacién con 4cido citrico y
microondas para secciones de glicolmetacrilato, presenta-
ria ventajas para el desarrollo de estudios sobre
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cuantificacién de NORs en muestras vegetales, especial-
mente si dichos estudios se han de realizar con analizadores
de imAgenes asistidos por computadoras (Ofner et /., 1995;
Bocking & Riischoff, 1999).
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