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OBSERVACION DE ALGUNOS TENDOS Y
' CELULAS VEGETALES

INTRODUCCION
Cortes a Mano Libre.

No debe pasarse por alto la importancia de la técnica
de secciones a mano libre, Van Fleet (1954) Ia ha
usado para estudios de enzimas (Jensen, 1962). Simi-
laomente, muchos estidios en histoquimica microscéd-

pica de Hpidos y de materiales de la pared celular se-

basan en secciones a mano libre,

Para elaborar este tipo de preparzciones en forma exi-
tosa s¢ deben utilizar materiales con suficiente rigidez
para resistiv el impacto de la cuchilla, pero que no
sean muy duros. Algunes materiales lefiosos pueden
ser cortados de este modo, El material puede utilizar-
se en fresco offjado, pero no requiere infiltracion en
parafina.

Las direccicnes escritas son de poco valor instruccio-
nal para esie tipo de trabajo. La paciencia, la expe-
rienicia, y quizds las habilidades inherentes del experi-
mentador son el principal requisito. Un habil y expe-
rimentado trabajador puede obtener por este método
secciones extremadamente delgadas,

Estos métodos reciben muy poca atencion en docen-
cia ¢ investigacién. A menudo no nos percatamos que,
aunque rudimentarios nos proporcionan excelentes
preparacicnes para la enseftanza. El estudiante, quien
colecciona sus propios materiales, logra un entendi-
miento de la estructura vegetal que no podria obtener
confiindose en una preparaci6bn sofisticada. Se podria
evitar mucho esfuerzo initil en la investigacidon por
medic de un trabajo preliminar basado en secciones a
mno libre.

El método més ripido y simple consiste en tomar un
pedazo de material, fresco o preservado, y rebanarlo
con una barbera o con una cuchilla de afeitar (ver
figura No.1).
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Figura No. 1.
Manera de elaborar cortes a mano Hbee,

El corte obtenido debe ser tan delgade que se puedan
observar las letras de 1a cuchilla a través de 8],

Si el material que s¢ va a seccionar ¢s muy delgado
(hojas) su corte se puede facilitar por la introduccién
previa de éste dentro de un pedazo de médula de
saflco {sambucus nigra L. ) o de corcho.

Para ello, tome un pequefio cilindro de médula y hi-
gale una muesca (o un hueco) de tamafio apropiades
para recibir el especimen. Amarre el pedazo de médu-
Ia con un hilo y remoje la preparacién en agua. La
médula se expande y encierra fuertemente el material
en tal forma que se pueden obtener cortes con una
cuchilla afilada,

jNUNCA UTILICE CUCHILLAS USADAS.
S1 DESEA EXITO EN SU TRABAJO
EMPLEE CUCHILLAS NUEVAS Y
DE BUENA CALIDAD!
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Tanto el tejido como la cuchilla deben permanecer
hiimedos. Las secciones obtenidas se colocan a flotar
en una caja de petri que contiene agua destilada. El
tratamiento posterior de las secciones depende del ob-
jetivo que nos propongamos: Preparar placas perma-
nentes o para simple observacién. La presente pricti-
¢a tiene como centro el segundo objetivo. Con una
pinza de punta fina seleccione el corte més delgado y

menos oblicuo coldquelo en la solucidn del colorante:

por 30 segundos. Come colorantes se pueden utilizar
el azul de metileno al lofo o azul de toluidina al
0.050/c.

El azul de metileno colorea con diferentes intensida-
des de acuerdo a la composicion quimica de la pared.
En cambio el azul de toluidina es més ventajoso por-
gue es un colorante discriminativo que reacciona con
dicha pared de la siguiente manera: Con celulosa to-
ma un color rosado o lila (parénguima), con lignina se
torna zzukverdoso {fibras} y con suberina se toma
rojo o negruzeo (felema). Retire el corte del colorante
y enjudguelo con agua destilada. Colquelo en el por-
ta-objetos sobre una gota de agua. Clbralo con el
cubreobjetos y observe al microscopio con objetivo
de menor y mayor aumento.

Maceracidn,

Los montajes in toto o secciones de tejido, frecuente-
mente no nos dan una impresién tridimensional ade-
cuada de la estructura celular. Un tipo de preparacion
muy despreciado, pero itil, consiste en aislar células
individuales y completas de la masa del tejido, Esta
separacidn estd acompafiada de procesos quimicos y
mecdnicos. En la literatura se describen numerosos
métodos de maceracion {Brooks, Bradley and Ander-
son, 1950; Jensen, 1962; Johansen, 1940), En el pasa-
do, muchos investigadores han usado el método de
Jeffrey para maceracidn, el cual consiste en usar vold-
menes iguales de dcido crémico al 100fo y dcido nitri-
co al 10o/o. Este método a veces es dificil de contro-
lar ¥ los resultados son variables. £l método que des-
cribiremos incluye el uso de “Perhidrol” (perbxido de
hidrégeno) y dcido acético como fluidos de macera-
cion.

PROCEDIMIENTO

Para madera de angiospermas se sugiere mange (Mangifera
indica L.} o guavabo (Psidium guajaba (L)) Radd). Para
madera de gimnosperma se sugiere ¢l ciprés (cupressus sp.)
o el pino (Pirus ssp.). La madera de su ldpiz por lo general
es de gimnospemna,

L

Corte Ia muestra de madrra en pedacitos como la
mitad de un fbsfere v coloquelos en un frasquito que
contenga una solucion formada por:

1 parte de “perhidrof” (Solucién de H202 al 30 ofo).
4 partes de agna destilada, '
5 partes de dcido acético glacial,

2. Coloque los frasquitos en una estufa a una temperatu-

ra aproximada de 560C por 3 dfas. Tape los frasqui-
tos bien tapados.

3.  Cuando se complete la maceracidn, el flufdo estard
claro y los segmentos ser&n blancuzcos o traslbeidos.
El material puede permanecer intacto, pero las células
deben separarse ficilmente con una ligera presién de
lag pinzas o una aguja de diseccidn. Si el material no
estd como se describif, agregue flufdo de maceracion
fresco y permftale actuar por 24 a 48 horas adiciona-
les.

4,  Una vez terminada la maceracidn, lave con 3 cambios
de agua destilada (varias horas entre cambio y cam-
bio) y deje el material en agus durante la noche, Déle
al material una lavada final en agua destilada.

5. Almacene el material para uso posterior en Safranina
al 1o/o en alcohol al 50¢/c.

El precedimiento anterior también se pucde seguir para me-
cerar las esclereidas de] coco (Cocus nrucifere L.). Para ello,
tome el endocarpio del coco (parte dura), raspe una peque-
fia porcién y coldquela en la solucibn maceradora.

MATERIALES Y METODOS
A, Observacién de Epidermis.

Tome una hoja de tradescantia o suclda con suelda
(Setcredcea purpurea Boom), doblela sobre el haz de
tal manera que se haga un quiebre en el envés de la
hoja; utilizande unas pinzas de diseccién o con la
gyuda de las ufias, extraiga un pedazo de la epidermis.
Si 1a ha extraido correctamente se presentard como
una delgada limina traslicida y uniforme. Mbntela
sobre un porta-objetos con una gota de agua evitando
la formacidén de burbujas, ciibrala con el cubre-obje-
tos v observe al microscopio (no requiere coloracién).
Localice y describa brevemente las células epidérmi-
cas ordinarias, las células de guarda, las células subsi-
diarias y €] estoma. Haga un grifico de varias células
sefialando sus estructuras y responda las siguientes
preguntas:

1. . Observa sustancias coloreadas dentro de la va-
cuola, c¢itoplasma u otra estructura celular?
;Qué color tiene y qué es esta sustancia?

;Qué es un estoma y cual es su funcién?
:Cuiles ¢élulas epidérmicas poseen cloroplastos
¥ qué implicaciones tienen estos cloroplastos en
la apertura y cierre del estoma?

W
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4,  ;Cree usted que solamente existen estomas en
la epidermis inferdor de la hoja? Explique su
respuesta.

5. ;Qué es y dénde estd localizada la cuticula?
;Cudl es su funcibn? En esta prictica se rece-

mienda usar las hojas de suelda con suelda, ya que se
prestan para extraer la epidermis ficilmente; pero
pueden ser usadas las hojas de cualquier planta. 8i la
hoja no es camosa, résguela oblicuamente y con una
cuchilla corte un pedazo dg epidermis inferior, la cual
se presentari como una lAmina traslficida. Méntela al
microscopio de Iz manera ya descrita. Igualmente la
epidermis se observa con facilidad en los tallos jSve-
nes de Ias plantas que usted utilizari en esta prictica;
identifiquels y determine si hay presencia o no de
tricomas y si éstos son o no ramificados. Haga grifi-
cos de sus observaciones.

Observacion de Colenquima,

Haga un corte tranzversal a mano libre, de pecfolo de
lulo (solanum quitoense L.} o en €l tallo de girasol
(Helignthus annuus L), cadillo (Xanthium occidenta-
le Benth), besito { Impatiens balsaming 1..) o cual.
quier otre tallo de dicotileddnea herbdcea.

Colorée el corte de la manera ya indicadz, méntelo en
un porta-cbijetos con una gota de agua, cologue el
cubre-objetos y observe al microscopio. Fije su aten-
cién en el colénquima, tejido formado por 3 6 4 capas
de células v que en plantas dicotiledoneas, se encuen-
tran inmediatamente debajo de la epidermis.

* Haga un grifico que incluya varias células, sefiale sus
estructuras y responda las siguientes preguntas:

1. ;Cudles son las caracteristicas de las células de
colénquima?

2. jCudl es la funcidn de este tejido ¥ cdmo esla
adaptacion para dicha funcién?

3.  ;Las células del colénquima son vivas o musy-
tas? Explique su respuesta.

4. ;Poseen Gnicamente pared primaria o pared pri-

maria y secundaris?
Obsernwacion de Esclerenquima,
1, Fibras Esclerenguimdticas,

Haga un corte transversal 2 mano libre dei tallo

de plantas monocotiledéneas. Puede utilizar el

tallo de la espiga de maiz (Zead mays L)) o el
tallo de papiro (Cyvperus sp.). Colorée y observe
al microscopio; concentre sy atencion en las fi-
bras esclerenquiméticas localizadas inmediata-
mente debajo de la epidermis de plantas mono-
cotiledéneas o rodeando los haces vasculares de
estas plantas. Tgualmente se encuentran junto al
floema, en la parte externa de los haces vascula-
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res de las plantas dicotiledoneas. Haga un grifi-
co de sus observaciones, mostrando detalles de
la pared celular y el ltmen y responda las si-
guientes preguntas: '

2} ;Culles son las caracterfsticas de las fi-

bras esclerenquiméticas vistas en corte
" transversal?

b)  ;Cufleslafuncién de estas fibras?

c)  Las fibras esclerenquimiticas son células
vivas 0 muertas? Explique su respuesta.

d}  ;Qué diferencia observa entre estas fibras
y las células de colénquima, observadas en
seccifn transversal?

e}  ;Poseen pared primariz solamente o pa-
red primaria y pared secundaria?

2. Esclereidas o Células Pétregs,

Haga un macerado de una porciodn de fruto ma-
dure de pera (Pyrus comminus L.) o del endo-
carpio del coco (Cocos nucifera L.), prepare
una placa de este macerado, obsérvela al micros-
copio, Haga une grifica de varias esclereidas y
responda las siguientes preguntas:

a)  ;Cuiles son las camacterfsticas de las escle-
reidas?

b)  ¢Este tipo de células son vivas o muer
tas?

¢} ;A qué es debida la sensacibn arenosa que
usted siente al comer fruto de pera?

d) ;Esta cflula tiene pared primara sola-
mente o pared primarda y secundaria?

¢)  Establezca la diferencia entre fibras es-
clerenquimaticas y esclereidas?

Observaciin de Parénguine,

Haga un corte transversal a mano libre en tallo de
novio (Felargonium Zonale L., Willd), girasol, cadillo o
cualquiera otra planta dicotiledonea herbicea. Colo-
rée y observe al microscopio. Preste especial atencién
al parénquima, tejido que en tallos de plantas dicotile-
dbneas, se encuentra a continuacion del colénquima o
en la parte central del cuerpe del tallo constituyendo
la MEDULA, Haga un gréfico que incluya varias cé-
lulas y responda las siguientes preguntas:

I.  ;Cuiles son las caracteristicas de las células del
parénquima?

2. ;Qué funciones desempefian estas células y qué
adaptacién presentan pawa realizar cada una de
las funciones citadas?

3. jLas células del parfnquima son vivas o muer-
tas? Explique su respuesta,

4. ;Poscen pared primaria solamente o pared pri-
maria y secundaria?
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Si el material por usted empleado ests joven, ficil-
mente encontrard el parénquima con cloroplastos (clo-
ténquima), occupando las primeras capas de las células
parenquimiticas a continnacién del colénquima. Haga
observacién y grifice de este tejido y diga cudl 25 su
funcibn.

Hags un corte transversal a mano libre de tallo de
papirc, colorée y abserve al microscopio. Note que en
esta planta, las c&lulas del parénquima se arreglan for-
mando una especie de Y, dejando grandes espacios
intercelulares. Este conjunto recibe el nombre de
AERENQUIMA y da al tallo un aspecto esponjosc.
Observe este tejido v diga cuil es la funcién de estos
grandes espacios intercelulares.

Observacion de Tefidos Vesculares,
1,  Haz Vascular.

Utilice el corte transversal de girasol o el de
cadillo. Localice los haces vasculares. En estas
plantas cada haz vascular estd formado por floe-
ma al extedor, xilema al intedor y cambivm
vascular entre floema y xilema. Haga un grifico

* del haz vascular sefialando los tejidos antes
mencionados. Compidrelo con el haz vascular
del tallo de una planta monocotileddnea tal co-
mo maiz o papiro. Responda las siguientes pre-
guntas:

a)  ;Qué tipos de células hacen parte del
floema? Son células vivas 0 muertas? Bx-
plique sus respuestas,
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