EL EMPLEQ DE LOS COLORANTES PARA EL ESTUDIO
CITOLOGICO DE LAS DIATOMEAS

Por el Dr. HUGO J. FERRANDOQO!

INTRODUCCION

El conocimiento de las Diatomeas, implica, para el total es-
tudio de las mismas, la utilizacidn de técnicas adecuadas para
la mejor visualizacion de sus elementos constituyentes.

En un principio, las Diatomeas fueron estudiadas con un
sentido casi exclusivamente taxondémico, con vistas a la clasifi-
cacion de las diferentes especies halladas en las muestras reco-
lectadas. Como los caracteres diferenciales se hallan principal-
mente radicados en las diferentes ornamentacicnes de las estruc-
turas siliceas que constituyen el frustulo, las tecnicas estuvieron
orientadas para una mejor vision del mismo, procurando la des-
truccion de toda sustancia, en especial organica (citoplasma, nu-
cleo, cromatdforos, ete.), que obstaculizan dicha vision.

En este sentido es que se utilizan las técnicas de destruccion
de materia organica, mediante la accion de acidos fuertes, per-
manganato de potasio, peroxido de hidrogeno, etc..

No obstante, sin dejar de reconocer la importancia primaria
del estudio taxonomico, vemos que cuancdo entramos a estudiar
las Diatomeas desde un punto de vista citologico, se nos hace
necesario conocer mas intimamente el contenido organico de esos
frustulos, pues notamos en su interior, variaciones, que logica-
mente son derivadas de los cambios en los factores ambientales.

En los ultimos anos, algunos investigadores han iniciado es-
te estudio citologico de las Diatomeas. Unos, mediante el uso de

1) Ayudante Técnico (Suplente) del Departamento de Investigaciones Pes-
queras y Biologia Marina, del Instituto de Industria Animal.
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colorantes, y otros, por medio de los cultivos de estos microor-
vanismos planctonicos marinaos.

En nuestro caso, hemos encarado una etapa inicial, que con-
siste en el uso de colorantes de utilizacidon corriente en las tec-
nicas histologicas, introduciendo las modificaciones que conside-
ramos oportunas para su aplicacion en este tipo de materiales.
El fin de esta primera etapa, es el de estudiar la citologia de
las Diatomeas “post-mortem”, para el conocimiento de sus or-
ganizaciones estructurales internas. Para ello, hemos trabajado
con material fijado. Posteriormente, entraremos al estudio del
[uncionamiento de esas estructuras, para lo cual sera necesario
cl empleo de los cultivos en medios apropiados y las coloracio-
nes “in vivo” de estos vegetales marinos (dichos trabajos los te-
nemos en la etapa inicial).

Maierial empleado.

Se ha elegido para este estudio, matariales de!l fitoplancton
costero de la localidad de Aftlantida (Uruguay), cuya situacion
geografica aproximada es la siguiente: Rio de la Plata, 3447 Lat.
5,55°46’Liong . W ..

Su recoleccion se ha realizado mediante redes de mano, zu-
yva parte filtrante fué construida en “dacron”. Las pescas se han
Hlevado a cabo durante las cuatro estaciones del ano, a los efec-
tos de trahajar con muestras de diferentes caracieristicas, es de-
cir., de diversas calidades de aguas v con la mayor variedad de
ecspecies.

Asi mismo se ha utilizado fitoplancton de ilargo tiempo atras,
cn lo que se refiere a la fecha de recoleccion, para de ese modo
compropoar la influencia de este factor en los resultados de la
tincion posterior, tal es el caso de una muestra que se obtuvo
cl 21 de diciembre de 1945, cuyo contenide en Biddulphia sinen-
sis Greville fué excepcional.

Fijadores y colorantes utilizados.

¥l fijador empleado en los materiales fué el formol* de uso
corrienie en la técnica histologica. Para algunos casos especiales,
como en el meétodo con el May-Grirnwala Giemsa, se uséd la
mezela débil de Flemming cuya férmula es la siguiente:

e

Formol o formalina: solucién acuosa al 36-40% de fermaldehido gaseoso.
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Acido eromico al 1'% .. L. 25 c.c.
Acido osmico at 2 ‘¢« ... L ... 5 c.c.
Acido acético al 1. .. ... ... . ... . ... . 10 c.c.
Agua destilada ... .. oL 0 c.e.

En las pruebas preliminares se usaron los siguientes colo-
rantes o combinacionss de los mismos:

Hematoxilina férrica de Heidenhain.

Hernalumbre de Carazzi (Glicerohemalumbre).

Eosina (Solucidén acuosa al 17.).

Hemalumbre-Eosina.

Laca férrica-Eosina.

May-Grunwald.

(Glemsa.
May-Grinwald Giemsa.

Meétodo.

Dado la presentacion del material a estudio, sc utilizd un
método de tincién por dilucion en masa. Para ello se empleo el
tubo clasico de centrifuga de 15 cc. de capacidad.

Se procedid, en términos generales, de la siguiente mancera:

1) Dilucion del material en agua destilada®.
2) Agregado del colorante.
3) Tiempo de coloracidén (agitando a intervalos regulares).

4) Agregado de agua destilada (detencion del tiempo de
coloracion).

5) Centrifugade (2500 RiMin. durante 5 minutos).
6) Escurrido del sobrenadante.

7) Agregado de 10 cc. de agua destilada y nueve centri-
fugado.

8) Repeticién del tiempo (7) unas 4 6 5 veces (lavado).

9) Escurrido del sobrenadante v pasaje a tubo para con-
servacion posterior.

10) Agregado de formol! (preservacion).

Se usan pipetas tipo Pasteur, do uso corliente en Bacteriologia.
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RESULTADOS SEGUN LOS COLORANTES EMPLEADOS

Hematoxilina ferrica de Heidenhain.
Se utilizé la siguiente dilucion:

XX gotas de material.
L 7 7 agua destilada.
L 7 ” alumbre de hierro al 3¢ (mordiente).

Tiempo de mordentado: 24 horas.
L gotas de Hematoxilina (previamente filtrada).

Tiempo de coloracion: 30 minutos.

Suele suceder que se produzca gran cantidad de precipita-
dos, los cuales se eliminan con el agregado de L gotas de Alum-
bre de hierro al 37, durante 10 minutos.

Resultado. En los Coscinodiscus se aprecia la membrana bien

definida; los cromatoforos se comportan como corpusculos baso-
filos picnédticos; el nucleo uniformemente coloreado, deja un cla-
ro bien evidente, correspondiente al nucleolo. La esculturacion
del frustulo es apreciable.

En Biddulphia sinensis Grev., ademas de las mismas carac-
teristicas tintoriales anotadas para lcs Coscinodiscus, hemos lo-
calizado en una muestra del 5/VIII55 y coloreada el 17/VIIII56
(1 ano de fijada en formol), unas formaciones en el citoplasma
con las siguientes caracteristicas: cuerpo esférico en cuyo inte-
rior se nota un contenido de aspecto filamentoso, dispuesto en
ovillo compacto, un tanto retraide de la membrana limitante;
ademas, de ese cuerpo esférico emergen dos filamentos que re-
matan en sus extremos distales, por terminaciones globoras. Toda
esta estructura ha tomado en mayor o en menor grado el colo-
rante, lo que indica su naturaleza basofila. De acuerdo o la des-
cripcion efectuada (Fig. N° 1) v en base a los trabajos dec Ber-
gon en el proceso de esporulacidn de Biddulphia mobiliensis, de
Gran en Rhizosolenia styliformis v de Karsten en Corethron val-
diviae, consideramos estar en presencia de un proceso de micro-
esporulacién en Biddulphia sinensis Grev.

Glicerohemalumbre de Carazzi (Coloracién progresiva).
Foérmula: Disolver, sin calentar.

Agua destilada ... ... .. 400 c.c.
Glicerina ...... ... .. .. . . i i 100 c.c.
Alumbre de potasio .................. .. 25 g.

Yodato de potasio ........... ... . ... .... 0 g1
Hematoxilina cristalizada ............... 0 g.5

22



ANALES DE LA FACULTAD DE VETERINARIA

Dilucion empleada:

XX gotas de material.
XL 7 7 agua destilada.
XXX 7 7 Carazzi (filtrado).

Tiempo de coloraciéon: 20 minutos.

D c.c. de agua corriente o con agua alealinizada (virado).
Centrifugado: 2500 Rev./Min. durante 5 minutos.

Seguir como se indica en la pag. 21, desde el tiempo 6 en
adelante.

Resultado. Buena tincién nuclear, aunque tomo algo el ci-

toplasma, posiblemente por exceso en el tiempo de actuacion
del colorante.

Solucion acuosa de eosina al 1°¢ (Ccloracion regresiva).
Dilucion empleada:

XX gotas de material.
XL 7 7 agua destilada.
XXX 7 ” Eosina al 1.

Tiempo de coloracion: 20 minutos.

5 c.c. de alcohol 70° (regresidn).
Centrifugado: 2500 Rev.iMin. durante 5 minutos.

Seguir como se indica en la pag. 21, desde el tiempo 6 en
adelante.

Resultado. Escasa tincidn citoplasmatica, no dando un con-
traste adecuado.

Hemalumbre-Eosina.
Dilucion empleada:

XX gotas de material.
XL 7 ” agua destilada.
XXX ” 7 Hemalumbre de Carazzi.

Tiempo de coloracion: 20 minutos.

5 c.c. de agua corriente (virado).

Centrifugado: 2500 Rev.Min. durante 5 minutos.
Escurrir sobrenadante v agregar 5 c.c. de agua destilada.
Centrifugado: 2500 Rev.|Min. durante 5 minutos.
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.+ Escurrir y agregar 2 c.c. de agua destilada.
XXX gotas de Eosina al 17/.
Tiempo de coloracidon: 20 minutos.
2 c.c. de alcohol 707 (regresion o diferenciacion).
Centrifugado y seguir el método general de lavado.

Resultado. Este método vroduce un buen contraste cntre las
distintas estructuras, resaltando en especial la tincién nuclear,
de aspecto paquicromatice de naturaleza basofila y apreciandose
rniitidamente el nucléole. el que muestra nna acidofilia marcada.
El citoplasma toma de un modo homogéneo un tinte rosadoe. Los
géneros observados han sido: Coscinodiscus, Biddulphia, Ditylum,
Pleurosigma, Bacteriastrum, Nitzschia, ete..

L.aca férrica-Eosina.
Dilucion empleada:

XXX gotas de material.
XL 7 7 agua destilada.
XXX » ? laca férrica® (previamente filtrada).

Tiempo de coloracién: 30 minutos.

*Laca f{érrica: 10 c.c. de Hematoxilina (Sol acuwsa al 17,1,
10 c.c. de Alumbra de hierro al 3%.
Se prepara 24 horas sntes de la tincidn,

Lavados y centrifugaciones repetidas.
XX gotas de Eosina (Sol acuosa al 177).
Tiempo de coloraciéon: 20 minutos.

5 c.c. de alcohol 70°.
Lavados y centrifugaciones repetidas.

Resultado. En lo que respecta 2 la laca [eérrica, produce acep-
table tincion de los elementos nucleares, pero la eosina es un
colerante que a pesar de todos les buenss resultados que pro-
porciona en la técnica histolégica clasica, en este caso particular
de las Diatomeas y asociado con una laca férrica, no rinde los
resultados esperados. No sucede lo mismo en la combinacién con
la mezela de Carazzi, en gue no se produce la decoloracion tan
manifiesta como en este casn.

May-Griinwald Giemsa.

Con respecto a este método de tincién, por ser el gue nos
ha dado mejores resultados, tanto por separado como en con-
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junto (tipo panoptico), vamos a describirlo en la totalidad de los
tiempos del método combinade, por cuanto de esa descripcion
se deduciran los procedimientos simples.

Dilucion empleada:

ETOL
XX gotas de mafterial.
XL 7 ” agua destilada,
XXX 7 7 May-Grunwald.

Tiempo de coloracion: 20 minutos.
9 c.c. de agua destilada.

Centrifugado 2500 Rev./Min. durante 5 minutos.
Liscurrir el sobrenadante v agregar 10 cc. de agua destilada.
Repetir esta operacion de lavado y centrifugado unas 2 6 3

veces, dependiendo del grado de transparencia del sobrenadante.
- Una vez escurrido el altimo centrifugado, agregar 5 c.c. de
agua destilada (Hasta este tiempo corresponde ¢l método de

May-Grinwald).
- XX gotas de Giemsa.
Tiempo de coloracion: 20 minutos.
5 c.c. de agua destilada.

Centrifugado: 2500 Rev. Min. durante 5 minutes.
Escurrir el sobrenadante v agregar 10 c.c. de agua destilada.
Repetir esta operacién de lavado y centrifugado unas 2 & 3

veces, dependiendo del grado de transparencia del sobrenadante.
Una vez escurrido el ultimo centrifugado, agregar 5 c.c. de
agua destilada.
V gotas de formol.
Para el caso que se desee efecluar sélo el método de Giem-
sa, recomendamos la siguiente dilucién:

XX gotas de material.
XL 7 " agua destilada.

XXX 7 7 Giemsa.
Tiempo de coloracion: 20 minutos.

Seguir los tiempos como se indico anteriormente.

Aunque los colorantes empleados en nuestro caso fueron ad-
quiridos en el comercio ya preparados para su uso, transcribi-
remos las formulas correspondientes.
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May-Granwald — Soluciéon en alcohol metilico de
Eosinato de azul de metileno.
(rlemsa —— Azur II eosina ........... 3 g
Azur IT ... ... ... ..., 0 g 60
Glicerina purisima ....... 125 ¢.
Alcohol metilico puvo .... 375 ¢.

Aunque en Hematologia se usa diluido, ncsotros lo emplesinos puro, tenien-
do en cuenta la dilucién con el material,

Resultado.

Cuando se ha realizado la tincion con la solucion de May--
Grinwald, segun el procedimiento por nosotres indicado, s¢ apre-
cia en ol citoplasma, en especial de Biddulphia sinensis Grev,,
Ditylum Brightwell, Coscinodiscus commutatus, Casc. concinnus,
Cosc. granii y Rhizosolenia calcar avis. asi como en Rh. robusta,
un tono rosado con tendencia al azulado muy tenue, mostrando
claramente las zonas de condensacion citoplasmatica. En una {i-
cura constituida por dos Biddulphias se chserva la prolongacion
externa del citoplasma {colcoderma) indicando nitidamente la
intima relaciéon de este elemento en la cadena, al mismo tiempo
que una especie de condensacién (de tono rosado mas intenso)
a modo de soldadura entre los dos coleodermas,

En Pleurosigma affine. se halla perfectamente delimitado el
nodule mediano, mostrando un color verde esmeralda muy re-
fringente, lo que nos hace pensar en un probable fenomeno de
metacromasia, en especial, porque este hecho se hace mas evi-
dente en el meétodo combinado, en el que interviene el azur.

Todos los otros elementos toman coloracion bien delimitada,
mostrando sus nucleos perfectamente tenidos y en el caso de
algunos Coscinodiscus de gran tamano. se aprecia nitidamente el
nucleolo con un rojo ladrillo bhien refringente, que resalta sobre
el azul oscuro del ntcleo.

Al efectuar la coloracion pandplica, se mantiene el aspecto
general antes descripto, pero con una mayor intensidad y per-
sistencia, sobre todo en lo que se refiere al citoplasma, el que
presenta un tono rosado violaceo bien firme.

Entre las pruebas a que sometimos al método combinado se
encuentra la tincién de materiales que se hallaban durante lar-
go tiempo en formol, tal es el caso de una muestra obtenida el
21 de diciembre de 1945 y coloreada por May-Grinwald Giemsa
el 23|X/56 (Tubo N° 8). Fuera de un previo lavado para retirar
los restos de formol, se siguid la técnica ya expuesta. Los resul-
tados fueron allamente satisfactorios, pudiéndose apreciar los
mismos caracteres tintoriales gque apareccen en los materiales re-
cientes.
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Resultados de las coloraciones a través del tiempo.

Consideramos oportuno, al realizar las diversas linciones ya
mencionadas, conocer los tiempos limites de duracion de las
mismas, debido al hecho de que se deben conservar en medio
liquido, v por lo tanto se hallan expuestas a una decoloracion
progresiva. En tal sentido se mantuvieron dichos materiales co-
loreados, en las condiciones ncrmales del laboratorio. asi como
montadas definitivamente en laminas porta—-objetos, utilizando
para tal fin el sistema va expuesto en nuestro trabajo en cola-
boracion con el Prof. F. C. Miiller Melchers scbre “Técnica para
el estudio de las Diatomeas” (UNESCO, 1957).

Damos a continuacidon los resultados obtenidos en las revi-
siones efectuadas de los diversos materiales. Las observaciones
se hicieron regularmente —mes 2 mes—, pero a los efectos de
simplificar la presente descripcidn, transcribiremos del libro de
anotaciones, algunas de ellas, que a nuestro criterio ofrecen mas
interés.

Hematoxilina férrica de Heidenhain (Realizada el 15X|56).

10 ITI|57. Se mantiene, sobre todo los nicleos y en menor
vrado los cromatoforos.

11'IX[57. Se manticne el contraste mnucicar especialmente,
pero en general ha disminuido la intensidad de la coloracion.

28!1V58. Mantiene en parte el contraste de las estructuras
tenidas (Biddulphias, Coscinodiscus, Ditylum, Rhizosolenia, Nitzs-
chia), pero ya ha disminuido el tono general. Se anulo el ma-
terial.

Conclusion: Duracion estimable de 6 a 12 meses.

Glicerohemalumbre de Carazzi (Realizada el 16/X156).

10'111/57. Mantiene ligera coloracion de las estructuras.
11IIX'57. Se mantuvo algo en los nucleos, pero en general
se hallan pocos vestigios de colorante. Se anulé.

Conclusion: Duracion estimable de 3 meses.

Eosina. Solucién acuosa al 1% (Realizada el 16/X|56).

101ITII57. Debilitado
11'IX|57. Ausencia total de coloracién. Se anulo.

Conclusion: Duracion estimable de 15 dias a 1 mes.
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Hemalumbre-Eosina (Realizada el 16X '56)
1011157, Muy debilitada.
11/ IX57. Coloracién nula. Se anulé.

Conclusion: Duracion estimable de 15 wias a 1 mes -

Laca ferrica-Eosina (Realizada el 15 XI/56).
10'TII57.  Ausencia de coloracion. Se anuld.

Conclusion: Duracion estimable de 15 dias.

May-Grunwald (Realizada el 18 X'56).

10 I11157. Mantiene perfectamente o3 caracteres tintoriales
Iniciales.

111IX!57. Se mantiene muv bien .a lonalidad deil ¢itoplas-
ma (rosado palido) v en los nuclecs se aprecia una tineion vio-
leta persistente.

281V[58. Mantiene la coloracion. Coscinodiscus y Ditylum
con el citoplasma de tonn rosado como en la observacion ante-
rior. Esporos de resistencia de Ditylum Brightwell nitidamente
tenidos. Los Chaetoceros. Pleurosigmas, Biddulphias y Rhizaoso-
lenias, se hallan un poco menos intensamente tenidos en su ci-
toplasma. Se nota en algunas estructuras. como en los cromatod-
foros, un tinte verde esmeralda muy refringente. En general las
estructuras baséfilas estan bien evidentes.

5 VII58. Panorama igual al anterior.

Conclusion: Duracion estimable de 18 a 24 meses. Se entien-
de que la duracion limite, no la podemos expresar con cerleza,
por cuanto, en el momento de escribir este trabajo, los caracte-
res tintoriales siguen persistiendo.

May-Griinwald Giemsa (Realizada el 18'Xi56).

10II1}57. Mantiene bien los tonoes. Se diferencia del May-
Griinwald, sobre todo en la tonalidad del citoplasma, en que 2l
rosado adquiere una tendencia al vielaceo.

11]IX{57. Mantiene bien. Se aprecian, en las Biddulphia si-
nensis, las caracteristicas zonaciones del citeplasma. Otros génc-
ros mantienen los colores como en el primer momento.

28/IVI58. La coloracidon se mantiene perfectamente en los
siguientes géneros observados: Dityvlum, Coscinodiscus. Chaeto-
ceros, Hemiaulus, Nitzschia, Biddulphia, Skeletonema, Thalas-
sionema, Thalassiosira, Thalagsiothrix (aunque algo débil), Navi-
cula, Bacteriastrum, Lithodesmium, Pleurosigma, etc..

5/V1'58. La coloracion no ha variado en lo fundamental,
manteniendo una marcada persistencia.
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Conclusion: Duracion estimabie de 18 meses
refiere al limite mamm(), 1os 5ucede algo Slmll.

nGDhco debe ser ay or.

En cuanto a las preparaciones que hemos mont:
una duracién de un ano. Fueron realizadas con materiales
reados con May-Grimwaid solo o combinado con el Giemsa. El
montaje se hizo con Alkarin, en lugasr de Balsamo de Canada o
Aceite de Cedro, pero evitando el procedimiento de la llama que
se utiliza en los materiales oxidados.

Coloracion del frustulo.

Desde un principio e nuestras pruebas, nos ha preocupado
conocer si el frustulo tomaba o no los colorantes. De los hechos
registrados, podemos expresar gue cuande trabajamos con mate-
rial fresco —fijado con formol o Flemming— y al utilizar colo-
rantes acidos, el frastulo toma un color roio mas o menos 1n-
tenso, en este caso por la presencia de eosina. hecho que se
aprecia en especial, en las Diatomeas de gran tamano, tales como
Biddulphia sinensis y grandes Coscinodiscus.

También hemos realizado una tincion de May-Griunwald
Giemsa en material oxidado intensamente por medio de acido,
a los efectos de tener la seguridad de ausencia de materia orga-
nica, y en este caso el fenomeno de tincidon no se produce.

En base a estos datos, estamos inclinados a creer que lo que
realmente se tine es una condensacion veriférica del citoplasma
a la altura del frastulo y no la sustancia silicea del mismo. Nos
induce a sustentar este criterio, la acidofilia mas marcada que
se constata a ese nivel.
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Fig. 1 Microsporos en Bidduiphia sinensis Greville,

Coloraciéon: Hematoxilina férrica de Heidenhain.

a) Resto de Bidd. sinensis, mostrando dos micresporos en el citoplasma.

b) Microsporo, en el que se aprecia un cuerpe esférico central, con un con-
tenido filamentoso y las dos prolongacicenes laterales terminadas en for-
ma globosa,

Las siguientes tomas fueron realizadas mediante la técnica corriente. utili-
zandose el ocular Periplan Ok. 10x {Leitz} y el objetivo 42 Ap. 0.85 (Zeiss
Winkell. Se usé pelicula pancromatica de velocidad media (Kodak Plus X,

50 ASA).
Como detalle de interés, indicamos que nc se utilizé ningin filtro compen-

sador, pues lo fundamental era obtener la impresion de las distintas tonalidades
que ofrece el May-Griinwald Giemsa.

Material: Atlantida, costero, recclectado el 213158 (At. 48, T. 22).
Coloracién efectuada el 23/5:58,
Tomas fotograficas realizadas el 25!5/58.
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Foto N© 1 Biddulphia sinensis Gravilie. Se aprecia la prolongacién del cito-
plasma por fuera del fristulo vy la condensacion que se produce
en la union con el de la célula vecina.

Foto N© 2

Bidd. sinensis Grev.. Distintas zonaciones evidentes en el citoplasma.

Fotos

Nos. 3 y 4 Ditylum Brightwellii {West) Grunow. Esporos de resisten-
cia y cilias apicales.
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Foto N? 5 Nitzschia paradoxa {Gmelin) Grunow,

Foto NP 6 Lithodesmium undulatum Ehrenberg,

Foto N° 7 Chaetoceros atlantidae Miller Foto N? 8 Skeletonema costatum
Melchers, Esporo de resistencia. (Greville) Cleve,

32



ANALES DE LA FACULTAD DE VETERINARIA

Fotos Nos. 2 y 10 Stephanopyxis turris {Greville & Arnott) Ralfs. Se notan
lus prolongaciones del citeplasma, por fuera del frastulo.

CONCLUSIONES

De los distintos colorantes empleados, nos decidimos por el
May-Grinwald Giemsa, solos o combinados, puesto gue dan la
mayor variedad de tonalidades y han sido los que han superado,
tanto las pruebas del tiempo de duracion del material tenido,
asi como su adaptabilidad al mayor nimero de especies. Ade-
mas, la fijacion con formol (de preferencia neutralizado), no afec-
ta mayormente los resultados finales de la tincion. No obstante,
para el caso particular del May-Griinwald Giemsa, recomenda-
mos el uso del fijador de Flemming (mezcla débil). Por otra
parte es conveniente el uso de agua destilada neutra para las
diluciones y lavados respectivos.

RESUMEN

1°) Se estudian distintos tipos de colorantes, simples v com-
binados, aplicandolos mediante diluciéon en el material fitoplanc-
tonico.

29) De los metodos empleados, el que da mejores resultados
ha sido el May-Grinwald Giemsa, en conjunto o por separado,
siendo recomendable la utilizacion de la mezcla débil de Flem-
ming como fijador previo.

3°) Se relatan los resultados obtenidos con otros colorantes,
tales como Hematoxilina férrica, Hemalumbre, Eosina, etc..
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SUMMARY

1) There are different kinds of staining —simple or com-
pound— on study, applied by dilution on the phytopiankton sam-
ples (Diatoms). ‘

2) Of the methods we have empleyed, we found May-
Grinwald Giemsa the best for the results we have achieved,
isolated or as a whole. We find advisable the use of a weak
Flemming mixture as a previous fixer.

3) We detail the results obteined with other stainings, such
as Hematoxylin of Heidenhain, Haemalum, Eosin, and so on.

ZUSAMMENFASSUNG

1. Es werden verschiedene Faerbungen an Plankton Unter-
sucht, einfache und conbinierte, in verschiedener Verdiinnung.

2. Von den Methoden cdie das beste Resultat ergaben nat
sich das May-Grunwald (Gemisch ergeben.

3. Es ist angebracht eine verdiunnte Ldsung anzuwenden,
nach verhergehender Fixirung mi Flemming Gemisch. Es wer-
den die Resultate mit anderen Farbungen augefithrt — wie Eisen
Hamatoxylin Heidenhain, Eosin und andere.
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