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LABORATORIO

LA ALIZARINA EN EL ESTUDIOY CLASIFICACION DE LAS ESCAMAS
SUUTILIDAD EN EL ESTUDIO DEL SISTEMA ESQUELETICO DE
PECES, ANFIBIOS Y AVES

RESUMEN

Se establecen técnives que permiten;

Por: Gonzalo Estrada C. (1)

I Tedir y diferenciar claramente los tipos de escamas def teledsteo Astyanax fasciatus

¥ def sefacio Rhizoprionodon termanovae.

2 Diferenciar rejido Gseo en ranas y pollos,

INTRODUCCION

E} uso de substancias con propiedades tintotiales, se remon-
ta al siglo XVI. El informe miés antiguo aparece en De Mira-
cules Ovultis Naturae (1951) publicade por L. Lemnius,
quien anota que la rafz de b rubia teifa el hueso. Fn 1736
John Belchier experimentd con dicha rafz y confirmd tal
observacion. En 1853, utilizando hidrbxido de sodio, Beule
transparentd el primer embridbn humano. En 1866, Strecker
descubrid la férmula de la alizarinaina {C14Hg04) 2), la cual
fue confirmada por Graebe y Lieberman cn 1968, guienes
pradujeron alizarina sintética. En 1897, con [os trabajus de
Q. Schultze, se inicia la técnica de maceracidon v clarificacién
de los tejidos blandos de los especimenes, por medio de
hidrxido de potasio lofo vy glicerina En 1906, Mall intre-
duju la técnica de Schulze en América, tratando los especi-
menes con solucion de 1 parte de alizarina en 10.000 partes
de KOH lofo. En 1929, Ignalsi us6 formol como fijador y
en 1934 G, Hollister trabajé con peces grandes y observd
que la penetracién de la alizarina en los huesos densos es
nds enta y que los peces de aguas profundas, especifica-
mente los isospondilos, sélo toman irazas de alizarina cn
algunas porciones de su esqueletd, por ejemplo las aletas. Se
sabe también que los otolitos no se tifien con la alizarina,
Segiin Signor Bercighi del Museo de Paleontologia de Flo-
rencig, los otolitos contiencn 94.870/0 de carbonato de cal-
cio y solo 0.350f{0 de fosfato de calcio. Al analizar los
huesos se ve que su mayor componente es el fosfato de
calcio con sblo una pequeiia cantidad de carbonato de cal-
cio. El hueso humano es 850/0 de Ca3P04 y sélo 10c/o de
CaCO3.

La tabla 1 muestra ¢! contenido de sales de calcio en las
vértebras de algunos peces. '

TABLAI

Contenido de sales de calcio en las vértebras de algunos peces

Especie Fosfato de Calcic Carbomato de Calcio
Bacalao 57.650/0 4.81ofa
Lucio 38,700/0 14.300/0
Salmbn 36.740fo 1.010/0
Anguila | 32.700/0 3.640/0

Tomado de Hollister G. (1935).

Los datos anteriores muestran cierta correlacidn concer-
niente a I afinidad quimica de la alizarina con el fosfato de
calcio del huesc y también la aparente incapacidad del car.
bonato de calcio para absorber la alizarina en ciertas partes
del esqueleto de los peces de las profundidades del mar
(Heillister, 1935},

En 1934, Hollister utiliz6 la luz ultravioleta para aclamar los
tejidos v para remover el exceso de alizarina y pigmentos
del cuerpo. También se ha utilizado la luz solar para tal fin.

(1) Profesor de Embriologfa Dpto, de Bislogia, Universidad de Antioquia, Medeltin, Colombia,

(D) La Alizavime corresponde a 1-2 dihidroxiantraguinena,
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En 1939, Cumley clarificé especfmenes con toluol saturado
con naftaleno ¢ igualmente aceite de ‘anis saturado con
naftaleno. .

En el misimo afio, Sayles tifi6 con alizarina tegumento de
Squalus acanthyas. Anotd que su técnica es Otil para el es-
tudio de escamas asf como para su clasificacién, pero no es
buena para Fotomicrograffas. : :

En 1946, williams utilizd escamas de teledsteos para tefiir-
las insitu, En 1948, y en vista de los problemas que para su
tincibn representaban especfmenes vomo aves, debido a la
gran cantidad de grasas y protefnas que poseen, True ided
tna técnica para eliminarlas por medio de: glicerina, agua
destilada y alcohol de 950/0, en partes iguales. Ademds, usé
solucidn acuosa de pesina al 100/, incubacidn a 400C ¢
inyeccibn de cellosolve. :

Come hace notar Hollister, {1939) con la alizarina es posi-
ble estudiar estructuras como barbas, tenticulos, filamentos
de la cabeza en peces de las profundidades marinas, espinas
cortas y radios de las aletas a veces ocultos y sélo visibles
cuando se transparentz el ejemplar. La direccion vy las es-
tructuras de la Iinca lateral se aprecian asf mds ficilmente.
Los fotdforos de la piel v las aletas, as{ como su nimero y
distribucitn, no se habfan podido ver de otro modo. El pez
Pelichopteryx se considerd sin escamas hasta cuando fue
teiido y transparentado. Se puede ver el esmalte que cubre
la dentina debido a que permancce sin tomar la alizarina.

Aunque nunca se han observado otolitos tefiidos por la aliza-
rina, se pueden localizar ficilmente por contraste con el
color de los huesos del crineo. La escamas placoideas o
denticulos dérmicos de lus selacios, son estructuras de inte-

TABLA 2
No. de Especie Edad de Perfodo nor-
especf{ menes gestacidn mal de gesta-
presentada cibm
1* Pez Rhyzo- No hay datos
prionodon de edad
ferrancyge
15* Peces No hay datos
Astyanax de edad
- fascigtus.
16 Pollos Adultos 20 diasa 21
Gallus
gailus
10 Ranas Adultos 79 dias a 81
Hylz sp.

Los anteriores especimenes lueron suministrados por lu Escuela
Nacional de Ciencias Bioldgicas de México D.F., Seccién de
Ictiologla,
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rés’ particular para el anatomista comparativo, ya que en los
vertebrados primitivos come los placodermos, la superficie
externa de la piel presenta crestas formadas poruna subs-
tancia parecida a la dentina, una cavidad profunda o de la
pulpa ¥ una capa superficial dura y brillanite comeo el esmal-
te del dicnte.

Toda la cresta recordaba bastante al diente v es muy proba-
ble que los dientes de los animales actuales provengan de
dichas crestas.

MATERIALES Y METOROS

Para este trabajo se utilizd el siguiente material

TECNICA A,

1. Los pecescartilaginosos y seos, se fijaron previamen-
te en formo!l 80/0 v 100/0 respectivamente, durante 7
dias. i

2,

Se tomaron de ellos pedazos de picl ventral los que se
colocaren en solucitn de hidroxido de patasio al 3o/0
durante 3 dfas, renovando la sclucitn cada 12 horas.

3. Se scpararon luego & una solucion colorante formada
por selucidn alcohdlica saturada de alizarina en hi-
droxido de potasio al 20/o durante dos dias.

4, Se deshidrataron a través de dos cambios de cellosolve
cada dos horas.

s. Se colocaron tuego en solucidn 250)’0 y 750/a de sa-
licilato de metilo en cellosolve.

6. Se inmergieron en salicilato de metilo puro en donde
permanecieron indefinidamente o se montaron pegque-
fios cartes en portaobjetos usando bilsamo de Canad4.
(Figs. 1 y 2). '

Figura 1:
Fotomicrograffa de piel ventral de Reyzopriencdon rermnovae
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Figura
Fotomicrografia de piel de Astyenax fasciatus, Se ven claramente las
escanms v los radios tefidos.

7. En Anatomfa Comparada, el estudio de las escamas es
de gran importancia y, con esta técnica, se puede
identificar todo tipo de escamas incluyendo las espe-
cializadas de la Iinea lateral.

TECNICA B.

1. Ranas fiviz sp ¥ pollos se fijaron en alcohel de 960/0
durante 18 dfas,

2. Se transfideron a hidroxido de potasio al 50/, calen
tando gradualmente hasta 600 C dumunte 11 minutos.

3. Se pasaron a solucidn de alcohol 700/o a la que se le
agregh 10 gotas de hidréxido de amonio durante un
dfa para lavar el tejido.

4. 'Se pasaron luego a alcchol de 960,‘_'0 dutante § dfas.

5. Se pasaron a hidréxido de potasio al 20fo durante 7
dias.

6. Se_transﬁriefbn a una solucién de hidréxido de pota- -

- sio al 20/o.a la que sc le agregd, por gotas, selucidn
_alcohrf;hca saturacla de alizarina durante un dfa.

7. Se asaron a gbccnnd al- 500,"0 por un dia, 600,’:: por

" un dfa, 800/0 dos dfas y se-guardaron definitivamente
- en gliderina pura a la que se le agregaron unos cristales
de fenol. (Fig.3).

Una vez concluidas las téenicas deseritas anterdormente, se

procedié a la observacién microscépica de algunos espect- -
menes. Para ello se siguieron las téenicas histoldgicas usvales

tales comu; Técnica de Nissl, de toliidina, de alizarina, de
hematoxilina eosina, Kliver Barrera ¢ impregnacion argénti-
. ca T

Fgumn 3:
Pollo procesado de acuerdo a la téeniea B donde se ve claramente los
centros de osifteacién.

En el aspecto histoldgico se utilizd pie! ventral de pez v de
tiburdn, Las fotomacrografias v las fotomicrografias fueron
tomadas directamente de los especimenes prepurados Para
cllo se empled cdmara Pentax ssp 500 com lentes Super
Tukamar de 50 mm. con fuclle de extension Para uwmentar
la distancia focal, se utitizaron tubos de extensidon de 9.3 m.
19 mm v 28.5 mm.. Se usé filtro VA par tratar de corregiv
la aberracibn cromdtica producida por la L fluoreseente
que se usd en la tranmlummduon para lo cual se vtilizd un
negatoscopio,

Al someter los especimenes prepatados a la luz, v a fa oscu-
ridad se confirmd que' no sc afteraba la coloraciin uplicads.

En las técnicas dcscntaq sc ush, ademds, el sighiente mate-

ral:

1 Trfpode metélico.

1 Termémetro.

1 Bombilla de 100 watios Genéral Electric,

1 Microscopio de diseccidn marca Zeiss.

La alizarina empleada fue de la casa Cario Erba de Milin.

RESULTADOS
Los resultados obtenidos fueran los siguiéntes:

1 Se confirmé ¢l poder tintorial itreversibie de 1a alizasi-
na una ver fijada en el hueso v en las escamas

2]

Se vit que la alizarina roju utilizads en este trabajo es
‘insoluble en agua destilada’
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Se comprebd que se puede usar con éxita formol al 8
y al 10ofo o alcohol at 960fo como fijadores para a5
te tipo de trabajos,

4 En la técnica B se obtuvieron buenos resultados en
pleando hidroxido de potasio al 5ofo y calentando
hasta 600C, pero cuando se calentd hasta la ehulli-
cion, se destruyeron algunos especimenes utilizados
¢on tal propésito. :

5. La técnica en piel de peces dio resultado positivo apli-
cable al campoe de Ia Ictiologfa. Fsta técnica permite:

a)-  Clasificar los diferentes tipos de escamas.
b)  Realizar provechosas pricticas de laboratorio y
obtener buenas fotomicrogmitas (Figs.4,5 y 6)

Figura 4.
Telebsten procesado y guarcladu como pieza de ckmostmuon Se
observan todas sus estructuras Sseas por tmsparenmuun

Figuta 3:
Fotamicrogeatia de piel de Astyamex fasciatus,

Actualidades Biotdgicas, Vol.6, No.21

Figura b:
Fatomicrografia de escanms y radios de Astyenax fascigs (Tomada
vaumentada de la figura 2),

DISCUSION

Hay controversia acerca de la fijacién de los especimencs
para trabajos de estc tipo. Dos de Jos fijadores méds usados
son el formol al 10ofo v el alcohol de 960 Dawson (1906) y
Lipman (1935} por ejemplo, utilizaron alcohol, Williams

(1946} encontré que tejidos fijades durante una semana en

formot al 1000, pueden manejarse mejor durante la mace-
tacion con hidréxido de potasio. También anota que los teji-
dos fijados en alcohol corren constante peligro de llegar muy
pronto 2l punto de maceracion total que ocasiona destrac-
cion de Ia pieza. Ademids, dicha destruccion rara vez ocurre
si sun fijados en formol y no se requiese una vigilancia cons-
tante para prevenirla, también Willlams (1946) y Sedra
(1948) emplearon formol. En este trabajo se utilizaron am-
bos fijadores con éxito. Cumley y Griffin (1939} anotan que
el método de aclaramiento con glicerina parece no producir
la transparencia obtenida en preparaciones aclaradas en va-

"rios aceites, Obtuvicron buenos resultados al utilizar hidro-

xido de potasio y glicerina con peces muy delgados

CONCLUSIONES

1. Aungue algunos autores (Cumley, 1939), Dawon
(1926). Lipman (1935) prefieren y recomiendan el
uso del alcohol como fljador, otros (Mall (1906} Se-
dra (1950}, Williams (1948) hacen lo mismo con el
farmol. (4)

[

Segiin Fstrada (1972), tanto el formol al 80/o como
al 10of0, usi como el alcohol 960f o utilizados adecua-
damente, son buenos fijadores, para ¢ste tipo de tra-
bajos (4).

3 De acuerdo con e tiempo (72 meses mds o menos)
que Tlevan tedidos algunos de log especimenes de este
trabajo y por las vbservaciones hechas por Hellister
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10.

1.

13,

- en esqueletos dc los pecas 1gualmente teﬁldos y. guar-
- dados durante varios afios, podemos concluir también
_ -que 1o se deculoran : :

" A pesar de los anotados por algunos autores (1,5) 1a
alizarina utilizada por nosOtras no’ es soluble enagua;
destllada (4). .

-El uso de hldl‘DXIdU de potasio, almnna y cellosofve

para aclarar, tefiir y deshidratar respectivamente, tie-

T e ventajas sobre otros métodos en los que los espec(-
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