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			Presentación

			A los que conocen al autor en lo relacionado con los aspectos microscópicos de las plantas, bastaría decirles que el presente libro es una edición corregida y aumentada del libro publicado en 2002 por el Secretariado de Publicaciones y Medios Audiovisuales de la Universidad de León (hoy descatalogado), que se tituló Atlas de histología y organografía de las plantas, del que era único autor —como ahora—, el autor.

			Algunas de aquellas imágenes se han trasladado al presente libro, incorporándose otras. En el presente, son mayoritarias las imágenes procedentes del microscopio óptico de campo claro. También hay imágenes obtenidas con el microscopio de polarización y con el microscopio de fluorescencia, así como otras, obtenidas con el microscopio electrónico de barrido. Prácticamente ninguna de ellas estaba en la obra anterior, porque en aquella prácticamente todas las imágenes procedían del microscopio óptico de campo claro.

			La obra esencialmente es un compendio de imágenes microscópicas, reunidas en torno a los tejidos y órganos de las plantas. Pero antes de llegar ahí, el lector se podrá acercar a la técnica microscópica de las plantas, esto es, podrá leer cómo tratar las muestras de las plantas que se pretenden estudiar al microscopio, y qué microscopios manejar. A continuación, se muestran los tejidos de las plantas, desde los meristemos hasta la peridermis, y posteriormente los órganos desde la raíz hasta la semilla. Al final se incluyen a modo de apéndices, unas listas en las que se pretende facilitar al lector la búsqueda de las imágenes que desee encontrar.

			
			

			Como se ha indicado, el libro es eminentemente un compendio de imágenes —es un atlas— en el que los textos que le acompañan son intencionadamente concisos, pero que pretenden aclarar las dudas de interpretación que puedan darse. Dichos textos y unos rótulos sencillos sobre las imágenes (flechas, triángulos, abreviaturas, etc.) facilitan la comprensión. Textos más detallados se podrán encontrar en el libro —también del autor— titulado Citología e Histología de las plantas, publicado por Eolas Ediciones en 2015.

			El presente atlas está destinado tanto al profesorado universitario más o menos especialista en la materia, a modo de material de consulta o de apoyo docente, como a los alumnos de grado y máster que deban familiarizarse con la interpretación de preparaciones microscópicas de plantas. Así mismo, está pensado para apoyar al profesorado de enseñanza secundaria y bachillerato en la preparación de aquellas materias relacionadas con la histología de las plantas. Fuera del entorno educativo, cualquier investigador, perito, etc., podrá encontrar en él referencias útiles para su trabajo. Si el libro que tiene en sus manos fuera un antibiótico, se podría decir que lo es, de amplio espectro.

			Por último, el autor espera que la mera observación de las imágenes resulte atractiva y sugerente para cualquier persona en cuyas manos caiga este libro.

			El autor 
Junio, 2024
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			TÉCNICA MICROSCÓPICA

			
			

			Generalidades

			El fundamento de la microscopia óptica de campo claro es que, lo que pretendemos estudiar, lo vemos porque es atravesado por la luz. Atendiendo a esa máxima, lo que vemos en un microscopio óptico de campo claro procede mayoritariamente de cortes de la estructura a observar (pensemos por ejemplo en una hoja), cortes generalmente transversales. Dichos cortes se realizan en los microtomos, siendo necesario previamente proporcionar dureza (en este caso a la hoja) en el proceso conocido como inclusión. Es cierto que a veces lo que se pretende cortar —por ejemplo, un trozo de madera— hay que ablandarlo.

			Convencionalmente la inclusión se hace en parafina o por congelación. Pero también se pueden estudiar componentes de las plantas en el microscopio, obteniendo preparaciones microscópicas por aplastamiento (es el caso del estudio de mitosis en meristemo de raíz), realizando una extensión de un líquido (por ejemplo, el exudado de un bulbo), por desgaste (por ejemplo de un trozo de madera), colocando directamente la estructura en un portaobjetos (por ejemplo tricomas), etc. También es frecuente hacer inclusiones en resina (o dicho coloquialmente en plástico) porque permite hacer cortes muy finos.

			Observados tal cual los cortes al microscopio, es posible diferenciar pocas estructuras entre sí, concretamente aquellas que tienen diferentes índices de refracción. Para poner de manifiesto el mayor número posible de estructuras, las muestras se deben teñir. Las tinciones de rutina utilizan frecuentemente dos colorantes que tiñen específicamente de colores distintos, diferentes estructuras. Se suele usar un colorante para teñir paredes primarias y otro para teñir paredes  secundarias. Es el caso de la tinción Safranina-Verde rápido. La Safranina tiñe las paredes secundarias de color rojo, y el Verde rápido las paredes primarias de color verde. En muestras animales, se suele usar un colorante para teñir los núcleos y otro para teñir los citoplasmas. Es clásica la tinción Hematoxilina-Eosina. La Hematoxilina tiñe los núcleos de color violeta y la Eosina los citoplasmas de color rosa. En las muestras de plantas, como en las de animales, a veces se usa un colorante específico para poner de manifiesto estructuras concretas. Así el Lugol se utiliza para poner de manifiesto la presencia de almidón en los cortes.

			Para conservar el mayor tiempo posible los cortes, una vez teñidos, y para facilitar la observación de los mismos al microscopio, se suele poner un cubreobjetos encima de la muestra que está en el portaobjetos, en el proceso conocido como montaje.

			Pero todo comienza cuando se consigue cierto material (por ejemplo, en el transcurso de una salida de campo) que posteriormente se procesará siguiendo las pautas indicadas. El material en cuestión debe ser fijado para evitar la autolisis y la putrefacción. La fijación se puede llevar a cabo químicamente (sumergiendo las muestras en un líquido fijador) o físicamente, por congelación.

			
			

			Sobre la toma de muestras y la inclusión

			Evidentemente el comienzo es responder a la pregunta: ¿qué se quiere observar al microscopio? La respuesta nos lleva a la toma de muestras y a la fijación y posterior conservación de las mismas.

			La toma de muestras puede ser circunstancial, dirigida o emanada de una situación experimental. Circunstancial cuando la muestra se encuentra casualmente, por ejemplo, en el transcurso de una salida de campo, y que suele corresponder a la curiosidad; ¿cómo será la morfología microscópica de esta hoja? Cuando, sin embargo, se está buscando algo concreto, el investigador realiza la toma de muestra de una forma dirigida. Si se pretende conocer la estructura microscópica de una planta hidrófita, acudirá a determina laguna, o a determinado jardín botánico para proveerse de la planta en cuestión. Finalmente, en el transcurso de determinada investigación, será necesario tomar muestras concretas en determinado tiempo experimental o en determinadas condiciones establecidas por la investigación en curso.

			La estadística obliga al estudioso de las estructuras microscópicas, a considerar el tamaño muestral, particularmente cuando se está inmerso en una situación experimental. Téngase en cuenta que un corte microscópico de una hoja cualquiera, es una parte muy pequeña de la misma. Y téngase en cuenta también que una sola hoja puede ser una representación pequeña del conjunto de hojas de una planta. Por norma general, se debería tomar una muestra de al menos cinco hojas (donde se dice hoja, se dice cualquier otra estructura),  de las cuales se procesarán tres de ellas. Si la información obtenida del estudio de las tres no mantiene cierta uniformidad, el estudioso deberá procesar una o las dos restantes, para afianzar la homogeneidad de la muestra.

			Una vez obtenida la muestra, o bien se fija inmediatamente porque el investigador se acompañe de algún recipiente para tal efecto, o bien se puede demorar la fijación un tiempo (nunca muy largo) hasta llegar al laboratorio.

			La fijación puede ser física o química. Con ambas se pretende evitar la autolisis y/o la putrefacción de la muestra, de tal manera que una vez fijada se parezca lo más posible a la muestra en vivo. La fijación física más utilizada consiste en sumergir las muestras en nitrógeno líquido. La fijación química consiste en sumergir la muestra en líquidos fijadores. Un buen fijador es el FAA, una mezcla de formol, ácido acético y alcohol etílico.

			Cuando el objeto de estudio es una planta concreta, por ejemplo, una planta herbácea, la toma de muestra se suele realizar de la planta entera. Posteriormente, en el laboratorio, se procede a la disección de la misma, hasta la obtención de varios trozos de raíz, tallo y hoja (si se quiere estudiar solamente las estructuras vegetativas), que ya se fijan sumergiéndolas en un recipiente con FAA. Hay ocasiones en que el material objeto de estudio procede de herbario. En ese caso, las muestras secas y prensadas (que son las condiciones en las que se encuentra el material herborizado) se sumergen directamente en FAA, consiguiéndose así una buena hidratación del material.

			Con las muestras ya fijadas, se debe proceder a realizar la inclusión, o bien se procede a conservarlas hasta que sean incluidas en un futuro. La conservación de las muestras fijadas en nitrógeno líquido se realiza manteniéndolas en el nitrógeno o en frigorífico a -80 ºC. Las muestras fijadas en FAA también se pueden mantener en el fijador porque el FAA también es conservador, o más comúnmente se pasan a alcohol de 70º.

			La inclusión consiste en proporcionar la suficiente dureza a las muestras para permitir hacer cortes finos. El tamaño de las células  de las plantas invita a trabajar con cortes de 12 micrómetros de espesor. Las muestras fijadas por congelación que ya están endurecidas se cortan directamente en el correspondiente microtomo de congelación (o criostato). A las muestras fijadas químicamente se les proporciona la necesaria dureza, mediante inclusión en parafina, para posteriormente ser cortadas en el microtomo de parafina.

			La parafina es una mezcla anhidra de ceras. Es sólida a temperatura ambiente y líquida en estufa a unos 60 ºC. Para embeber en parafina las muestras que se pretenden cortar, primero se deben deshidratar pasándolas por una serie creciente de alcoholes, esto es, del líquido conservante, se pasan a alcohol de 70º, después al de 96º y finalmente a alcohol absoluto (de 100º). Posteriormente se sumergen en un líquido intermediario (miscible al tiempo con el alcohol y con la parafina) y ya se meten en la estufa, en parafina líquida. Tras un tiempo para que la parafina penetre por todas las oquedades de la muestra, se realiza el bloque de parafina en algún molde (lo clásico es hacer los bloques utilizando barras de Leuckart), atendiendo particularmente a la orientación de la muestra.

			Los tiempos concretos para una inclusión en parafina de rutina, considerando muestras que han sido fijadas en FAA y posteriormente conservadas en Alcohol 70º son: Alcohol 96º I --- 30 minutos / Alcohol 96º II --- 30 minutos / Alcohol absoluto I --- 15 minutos / Alcohol absoluto II --- 30 minutos / Alcohol absoluto III --- 30 minutos / Acetato de isoamilo I --- 15 minutos / Acetato de isoamilo II --- 30 minutos / Acetato de isoamilo III --- 30 minutos / Parafina I --- 30 minutos / Parafina II --- 30 minutos / Parafina III --- 30 minutos / Bloque. La confección del bloque necesariamente debe hacerse atendiendo a la orientación de la estructura que se pretende estudiar, por ejemplo, procurando la transversalidad de los futuros cortes.

			Merece ser destacado que el proceso una vez iniciado debería finalizarse hasta la consecución del bloque. Si por causa mayor el procesamiento hubiera que detenerse, no debería hacerse a lo largo de la serie creciente de alcoholes ni con las muestras en la estufa. Sin  embargo, podrían permanecer más tiempo del indicado sin deteriorarse, en acetato de isoamilo.

			También procede anotar que la estufa con la parafina no debería estar permanentemente encendida en el laboratorio, sino que debería activarse el tiempo previo que sea necesario para que la parafina se licúe. De esa manera, con una parafina recientemente licuada, se favorece una buena penetración en la muestra que finalmente será cortada.

			
			

			Sobre la obtención de los cortes

			Los cortes se obtienen en los microtomos, en los cuales cobran un papel relevante las cuchillas. Las muestras congeladas se cortan en el criostato. Esos cortes, se depositan en portaobjetos y posteriormente se tiñen sin mayor procesamiento. Los bloques de parafina se cortan en el microtomo de parafina. Los cortes se disponen en portaobjetos que, posteriormente y antes de la tinción, deben tratarse para eliminar la parafina que rodea las secciones. Los dos tipos de microtomos suelen ser similares en el manejo, uno se utiliza al aire libre y otro está ubicado en el interior de una cámara, donde es posible mantener baja temperatura.

			El microtomo de parafina permite obtener cortes seriados de una manera muy sencilla, lo cual facilita hacer el seguimiento de las estructuras. Por ejemplo, en la hoja ya citada, puede ocurrir que el primer corte no interese a un estoma, pero que en el siguiente corte seriado se vislumbre la presencia de un estoma, y que en el que está a continuación se observe perfectamente el estoma con sus células oclusivas, ostiolo y cámara subestomática.

			No es baladí el número de cortes que es conveniente hacer para llevar a cabo el estudio de una estructura en el transcurso de una investigación. Generalmente con seis portaobjetos suele ser suficiente, intentado que por término medio haya cuatro o cinco cortes por portaobjetos. De los seis portaobjetos, el primero, tercero y quinto se teñirán con la tinción de rutina, el segundo se teñirá con Lugol para detectar la presencia de amiloplastos, el cuarto se destinará a ser montado sin teñir para ser estudiado por epifluorescencia, y el sexto se mantendrá como reserva.

			
			

			Sobre la tinción y el montaje

			Observar las preparaciones tal como salen del microtomo nos permite diferenciar solamente las estructuras que presentan distintos índices de refracción. Para poner de manifiesto estructuras con índices de refracción similares, los cortes se deben teñir.

			[image: ]

			Diferentes tinciones de nervio central de una hoja.

			Las tinciones generalistas o topográficas (o en algún sentido, de rutina) se suelen realizar con dos colorantes. Se suele emplear un colorante con afinidad por las paredes lignificadas (las paredes secundarias) y otro con afinidad por las paredes eminentemente celulósicas (las paredes primarias). Una de las tinciones más empleadas es Safranina-Verde rápido. La Safranina tiñe de rojo las paredes secundarias y el Verde rápido las paredes primarias.

			
			

			Generalmente los colorantes son disoluciones acuosas. Por esa razón los cortes que se pretenden teñir deben hidratarse previamente. Los que proceden del criostato se sumergen directamente en agua. Los que proceden del microtomo de parafina, deben ser previamente desparafinados, esto es, se debe eliminar la parafina que les rodea y les embebe. A efectos prácticos esto se consigue sumergiendo los cortes en varios baños de un alcohol terciario, que disuelve la parafina. Una vez desparafinados, los cortes se hidratan pasándolos por una serie decreciente de alcoholes: alcohol absoluto, alcohol de 96º, alcohol de 70º, otros alcoholes de menor graduación si se considera necesario, y finalmente agua.

			Los cortes ya teñidos se deben montar. El montaje consiste esencialmente en adecuar los cortes para que puedan ser observados al microscopio.

			Puede hacerse un montaje permanente: se pone un cubreobjetos encima de los cortes y, así portaobjetos --- cortes teñidos --- cubreobjetos forman un todo que durará años. Para llevar a cabo dicho montaje, las muestras deben ser deshidratadas en una serie creciente de alcoholes. Posteriormente se emplea como medio de montaje una resina líquida (entre portaobjetos y cubreobjetos) que al cabo del tiempo se seca y endurece. Previamente a la resina, los cortes se deben pasar por un líquido diafanizador que proporciona a la resina las características ópticas del cristal y, por tanto, la hace invisible al microscopio.

			Además, se puede hacer un montaje no permanente: cuando por la razón que sea no interesa deshidratar los cortes, o solamente se pretende observar el resultado de la tinción y fotografiarlo o dibujarlo o anotar el resultado, según proceda. A veces, sencillamente, sobre los cortes teñidos (e hidratados) se deja caer una gota de agua y encima se pone el cubreobjetos sin más. Otras veces se emplea como medio de montaje gelatina (o similares) que pueden proporcionan una vida media de días, a las preparaciones.

			El montaje en el sentido estricto termina con lo indicado, pero en realidad solamente se debería dar por concluido con el posterior  etiquetado de las preparaciones microscópicas, y —una vez secas— su incorporación a la histoteca.

			Pueden ser utilizados como tiempos concretos para desparafinar, teñir y montar los siguientes. Desparafinar: Xileno I --- 10 minutos / Xileno II --- 10 minutos / Xileno III --- 10 minutos. Hidratar: Alcohol absoluto --- 5 minutos / Alcohol 96º --- 5 minutos / Alcohol 70º --- 5 minutos / Agua --- mantener.

			Tinción Safranina-Verde rápido: (hidratar los cortes previamente desparafinados, hasta alcohol 70º, no hasta agua) / Alcohol 50º --- pasar / Safranina --- 4 minutos / Lavar --- abundantemente / Alcohol 96º --- pasar / Verde rápido --- 50 segundos / Alcohol absoluto --- pasar / Montar. Tinción Lugol: Lugol --- 3 minutos / Lavar / Alcohol absoluto --- pasar / Montar.

			Montaje permanente partiendo desde el agua del lavado del colorante: Alcohol 70º --- pasar / Alcohol 96º --- pasar / Alcohol absoluto I --- pasar / Alcohol absoluto II --- pasar / Xileno I --- pasar / Xileno II --- mantener /// Resina y cubreobjetos.

			
			

			Microscopio de campo claro. Otros microscopios de luz

			El estudio de las preparaciones microscópicas se puede llevar a cabo en distintos tipos de microscopios ópticos. En cualquier caso, el pasarse horas estudiando preparaciones nos debería obligar a atender la higiene postural.

			El microscopio que más frecuentemente se utiliza es el microscopio óptico de campo claro. El microscopio es un aparato que debe ser manejado, frente a otros —por ejemplo un termómetro— que nos proporcionan información sin ningún tipo de manipulación. Además del manejo relacionado con los oculares (la distancia entre los ojos de cada observador) y con los objetivos del revólver que permitirá ver estructuras a más o menos aumentos, se debe prestar particular atención a la obtención de un buen contraste junto con la utilización no estática del tornillo micrométrico. El grosor de los cortes que presentan las preparaciones microscópicas (un grosor generalmente mayor en cortes de plantas que en cortes de animales) obliga a manejar casi permanentemente el tornillo micrométrico. En cuanto a la búsqueda del contraste más adecuado en cada preparación, se obliga al observador al manejo del diafragma y del condensador. Es sabido, por ejemplo, que hay estructuras que solamente se podrán observar bajando el condensador, es el caso de las punteaduras simples en sección trasversal y en sección longitudinal que atraviesan la pared secundaria de determinadas células del esclerénquima.

			[image: ] 

			Condensador arriba                       Condensad abajo

			Con el condensador abajo se observan punteaduras en braquiesclereidas.

			Pero una
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