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RESUMEN

La semilla de jpomoea purpurea en la madurez poseé una testa dura e impermeable al
agua, formada por cuatro capas: epldermls, subepidermis monoestratificada, esclerénquima en
empalizada triestratificado y parénquima piuriestratificado. El primer estrato de esclereidas
adyacente a |a subepldermls, presenta una linea clara (light line),

El propdsito de este trabajo fue detectar la Iinea clara en cortes histolégicos de la testa
de [pomoea purpurea, en 5 etapas diferentes de desarrollo, usando 2 técnicas de tincién: azul
de toluldlna safranir;a-verde ripldo y preparaclones sin tefilr, observéndose cada una de las
preparaclones anteriores con diferentes técnicas de microscopfa foténica: microscopfa de
campo claro, microscopfa de contraste de fases, microscopfa de polarizacién y microscopfa
de contraste diferencial de interferencla (CD!) segin Nomarski,

Durante el desarrollo de a semilla, 1a Ifinea clara se detect$ por primera vez en semilla
madura hldratada. Para su observacién la tinclén ms favorable fue la de azul de tolouldina y
la microscopfa de campo claro, contraste de fases y Nomarskl,

A partir de esta etapa y hasta semilla madura deshidratada fa Iinea clara se fue haclendo més
evldente. En cortes no tefildos sélo con CDI se detecté.

En semillas maduras deshidratadas se observé con cualquler técnlica de tincién y de

microscopfa, sin embargo los mejores resultados fueron con CDI.



1.INTRODUCCION

Las semillas son una forma de supervivencia de Angiospermas y Gimnospermas. Son el
vehfculo que sirve para que la vida embrionarla, casl suspendida, renueve su desarrolio atin
afios después de que sus progenitores han muerlo y desaparecido.

Entre las plantas, los grandes grupos que poseen semillas son: las Gimnospermas y las
Angiospermas (Raven, et al., 1986).

La semilla generalmente proviene de un évulo fecundado y maduro, Esta constituida
fundamentalmente por el embrién (esporofito joven) que proviene de la division y
diferenciacién celular del cigoto; un tejido de reserva, que puede ser el endospermo y/o el
perispermo, que provienen del desarrollo de la célula central y un nicleo espermético y de la
nucela respectivamente y la cubierta seminal, cuyo origen son los o el tegumento (Bojhwani y
Bhatnagar, 1981). Generalmente las cubiertas son impermeables (Bldwell, 1979),

Las semlllas de la familia Convolvulaceae poseen, en la madurez, un embrién bien
diferenciado, endospermo escaso y una cublerta seminal (testa) producto de la diferenciacién
del Gnico tegumento (Marquez-Guzman y Laguna-Herndndez, 1982). Son semiilas
Impermeables al agua por poseer testa dura que impide el paso del agua hacia los tejidos
internos (Wong, 1991),

Su cubierta seminal estd formada por 4 capas celulares: epidermis monoestratificada,
subepldermis monoestratificada, esclerénquima en empalizada plurlestratificado y parénquima
también pluriestratificado, que en la semilla madura queda reducida a paredes celulares
comprimidas (Ponce, et al., 1990).

Ponce Salazar, et al, (1990} indican que en [pomoea purpurea son 3 los sitios que



pueden estar involucrados en la impermeabilidad de la cubierta seminal al agua: cutfcula,
subepidermis y esclerénquima.

En la testa, las células del primer estrato del esclerénquima en empalizada adyacente a
la subepidermis, presentan una “estruclura’ conoclda como Ifnea clara (light line), Esta
“estructura” se ha observado en muchas semillas que poseen una latencla Impuesta por testa
dura y que son Impermeables al agua (Serrato-Valentl, et al., 1979; Bevilacqua, et al,, 1985;
Harrls, 1987).

Si la linea clara est4 o no involucrada en el fenémeno de la impermeabllidad de la
cublerta seminal, es algo que no se ha esclarecido.

La naturaleza de la linea clara tampoco ha sldo establecida, y aunque se conoce muy
poco sobre su funcién, muchos investigadores colnclden en sefialar que esta regién representa
la barrera que Implide el mavimiento libre de agua hacla el Interior de algunas semlllas de
leguminosas (Watson, 1948; McKee, 1977; Rolston, 1978; Bevllacqua, et al,, 1985},

Los trabajos que menclonan a la linea clara, lo hacen de manera colateral y en la
Iiteratura revisada, sélo se encontraron dos estudios que datan de 1935 y 1979, realizados
exprofeso sobre esta estructura (Hamly, 1935; Serrato-Valenti, et al,, 1979).

Por lo tanto, el propésito de esta investigacién fue {a deteccién de la linea clara durante
el desarrollo de la testa de Joomoea purpurea, medlante la aplicacién de diversas técnicas de

tinclén y de microscopfa foténica,



2. ANTECEDENTES

2.1, ESTRUCTURA DE LAS SEMILLAS

En el reino Plantae las semillas se encuentran restringidas en dos divisiones: las
Gimnospermas y las Angiospermas. Las primeras poseen semillas desnudas y las Gltimas
encerradas por el ovario (Raven, et al., 1986).

Existen aproximadamente 300,000 especies de Anglospermas cuyas semiflas poseen
caracterfsticas muy variables: tamafio, color, peso, estructuras posfecundacién, metabolitos
secundarios, materlales de reserva, etc.

Las semillas de las Angiospermas cumplen importantes funciones en el ciclo de vida de
estas plantas; conservacién, diseminacién y presentan estructuras de resistencia a condiciones
no favorables (Esau, 1987).

Toda semilla contiene reservas que pueden ser: carbohidratos, protefnas, grasas y
minerales para nutrir al esporofito que se encuentra en su Interior,

Algunas clases de semlllas en la madurez tlenen su reserva alimenticla dentro de sus
cotiledones (hojas embricnarias). En otras, se encuentra dentro de un tejido que se desarrollé
del saco embrionario, flamado endospermo, o de fas células nucelares que rodeaban el saco
embrionario {lamado perispermo.

La fecundacién estimula el desarrollo y la diferenciacién del 6vulo que culmina con la
formacién de una semilla,

El cigoto, producto de la fusién de una de las células esperméticas con la ovocélula, da
origen al embrlén, el cual representa el desarrollo det nuevo esporofito; el nicleo primario

del endospermo, resultado de la fusién de los niicleos polares; el segundo gameto masculino,



da lugar al endospermo. Los tegumentos forman la cubierta seminal. De este modo, los
diferentes detalles estructurales del évulo se conservan en diferentes grados durante su
transformacién en la semilla. Cada uno de estos sucesos ocurren en una seric de etapas
Interdependlentes que siguen una secuencia caracterfstica (Bhojwant y Bhatnagar, 1981; Esau,
1987).

La semilla asf formada, sigue cuatro fases distintas en su desarrollo:
* Fase de divisién celular
* Fase o etapa de crecimiento
* Periodo de acumulaclén de sustancias de reserva
* Periodo de maduracién

El periodo de maduracl6n se caracterlza por una reduccién general en el metabollsmo,
debldo a la pérdida de humedad (Bidwell, 1979).

El embrién sélo, o el embrién y el endospermo, ocupan el voldmen mayor de |a
semilla. Los tegumentos sufren una serie de cambios histolégicos slgnificativos para
transformarse en la cubierta seminal, En 6vulos bitégmicos la cubierta seminal puede derivarse
de ambos tegumentes por ejemplo en Gossyplum sp., Ricinus sp. o bien el tegumento interno
puede desaparecer durante la ontogenla de la semillay la cublerta queda formada Gnicamente

por el tegumento externo como en Cucurbltaceae y Fabaceae (Bhojwani y Bhatnagar, 1981),

2.2. GERMINACION
El proceso de germinacién conslste en la absorcidn de agua, la reactivacién del

metabolismo y la Iniciacl6n del crecimlento,



El agua es uno de los factores principales para que se realice este proceso, ya que la
semilla madura mantiene una condicién de humedad extremadamente baja (5 - 10%) en
relacién con su peso seco (Larqué y Trejo, 1990). De este modo, la rehidratacion de las
semillas constituye una etapa esenclal para la germinaci6n. Las semillas de muchas especles
(Phaseolus sp.) pueden germinar inmediatamente después de que se desprenden de la planta
madre, sf se tienen las condiciones favorables de humedad, temperatura y acreacién,

Muchas otras semillas no germinan adn cuando se encuentran en condiciones
ambientales favorables, Este periodo que varfa de una especle a otra se conace como perlodo
de latencla (Bhojwanl y Bhatnagar, 1981),

2.3. LATENCIA

Se entlende por latencla, el estado de crecimiento y metabolismo suspendidos, aunque
las condiciones sean Ideales. Esto indica que la latencia puede ser impuesta desde dentro y
controlada por mecanlsmos celulares (Bldwell, 1979),

El letargo seminal tiene una importancia critica para la supervivencia de las plantas, y
muchos mecanismos diferentes han evolucionado para alcanzar tal fin; un perlodo forzoso de
baja actividad metabélica, bajo contenido de agua y nulo crecimiento durante el cual la
semilla es muy resistente a los rigores del frfo y de la sequfa. Ademés, han evolucionado
mecanismos que impiden a algunas semillas germinar inmedlatamente después de caer al
suelo, aunque las condiciones amblentales sean buenas. Este es un requisito, que implica un
periodo de desarrollo posterior entre la calda de la semillay su germinacién,

De acuerdo con Bidwell (1979), los distintos mecanismos que causan la latencia en las

semillas ola prolongan impidiendo fa germinaci6n son los sigulentes:



i

1.- Factores amblentales:
a. Exigencia de luz para germinacién: positiva o negativa
b, Altas temperaturas
c. Ausencla de agua

2.- Factores internos:
a, Testa de la semilla: impide el intercambio gaseoso
b. Testa de la semilla: impide el paso de agua
c. Inmadurez del embxién
d. Baja concentracién del etileno
e, Presencla de inhibidores
f. Ausencla de promotores de crecimiento

3.- Mecanismo de cronometraje:
a. Posmaduracién
b, Desaparicién de los Inhibidores
¢, Sintesis de promotores del crecimiento

En general, se reconocen dos mecanismos que causan el estado de latencia en las

semillas:
1) Latencia impuesta por el embrién
2) Latencta impuesta por la cublerta seminal o testa
El tipo méis comdn de latencla es aquel, en el que el embrién requiere de un clerto
periodo después de la cosecha (posmaduracién) para poder germinar, Durante este periodo el

embrién puede sufrir una maduraci6n estructural y/o fisiolégica.



Los cambios fisloléglcos pueden estar asociados con la presencla de Inhibidores o bien,

con la ausencia de promotores de crecimiento (Bidwell, 1979; Bhojwani y Bhatnagar, 1981).

2.4, SEMILIAS DURAS

En algunas ocasiones las semillas viables no absorben el agua, de tal manera que la
germinacién no ocurre atin bajo condiciones favorables.

Las semlllas que son incapaces de absorber el agua son comdnmente conocidas como
semillas duras o Impermeables y representan el tipo de latencla generado por la cublerta
seminal o testa (Quinlivan, 1971).

A pesar de que se han realizado numerosas Investigaciones en torno al tipo de latencia
impuesto por la cublerta seminal, existen discrepanclas sobre los componentes celulares que
le confieren la impermeabilidad a la semilla. Algunos autores han registrado que la cuticula
constituye la barrera que Implde el movimiento de agua hacla el Interlor de la semilla
{(Watson, 1948; Mckee, 1977; Rolston, 1978; Bevilacqua, et al., 1984).

También se ha considerado al esclerénquima en empatizada como una caracterfstica
comun de las semillas duras debido a su estructura y naturaleza quimica (Lute, 1928 ; Raleigh,
1930; Spumy, 1972).

Datta y Blswas (1970) encontraron que la estructura y arregio de las células del
esclerénquima en empalizada representan una barrera al paso de agua y una total inhiblcién
de la germinacién,

Rolston (1978) atribuye la dureza de ia semilla a los engrosamlentos de la pared celular

de algunos tipos celulares, Consldera que la base de las células del esclerénquima constituye



la barrera de impermeabilidad debido a la presencia de lignina y sales, Otros autores (Ballard,
1973; Bevilacqua, 1985) la asocian con incrustaciones de suberina y cutina,

Hasta el momento, se ha atribuido el estado de la fatencia de la semilla a una capa en
particular de la cublerta seminal. Sin embargo, algunos autores consideran que la dureza de la
semilla puede ser el resultado de la interaccién de dos o mds capas.

Watson (1948) trabajé con 21 especles de la familia Papilionaceae con el propésito de
refacionar la estructura y composicién quimica de la cublerta seminal con la germinacién de
las semillas. Demuestra que las caracterfsticas estructurales y quimicas de la testa no slempre
se encuentran asociadas con las especies que presentan bajos porcentajes de germlinacién.
Observé que las semillas de Melilotus alba, con porcentajes de germlnacién del 14%, tienen
un esclerénquima en empalizada con paredes engrosadas y con depésitos de cutina y
suberina, Esta capa presenta una naturaleza muy similar en las semillas de Melilotus officinalis,
la cual presenta porcentajes de germinacién altos y bajos. Las osteosclereldas estén
constituidas en la mayorfa de los casos, de materiales mas permeables, de tal manera que no
representan un problema en la imbibicién de las semfllas.

Concluye que la presencla de suberina y cutina en la capa subcuticular y el
engrosamiento y la naturaleza quimica de las células malpighianas encontradas en cada
especle justifican las altas tasas de Impermeabilidad.

McKee, et al. {1977) trabajaron con semillas de Coronilla varia, con el objeto de
determinar la regién o regiones de la cublerta que se_encuentran asociadas con la
impermeabllidad. Encontrando que la cutfeula, célutas de Malpighi, osteosclereidas y la capa

de aleurona influyen en la imbibicién de la semilla,



Bevilacqua, et al. (1984) mencionan que a pesar de que. la cutfcula, la subepidermis y
el esclerénquima en empalizada estén involucrados en el mantenimiento de la
impermeabilidad, el estado de latencia de las semillas de Cercis siliquastrum estd dado por la
completa impermeabilidad del hilo y de una capa no celular, de naturaleza lipoide, situada

entre la superficie interna del tegumento y el endospermo.

Entre los factores internos que evitan la germinacién de una semilla se encuentra la
cubierta seminal que puede funclonar bloqueando el paso del agua y/o el intercambio
gaseoso, A este tipo de semillas se les llama semillas de testa dura o simplemente semillas
duras (hard seeds).

Muchas clases de semillas permanecen en estado latente por algan tiempo después de
separarse de sus progenitores,

£l estado latente debido a la resistencia al agua (dureza) de fa cubierta de la semilla,
puede durar varios afios, hasta que suficlente agua haya humedecido la parte interior de la
semilla para que germine, Pequefios cortes o raspaduras en I3 cubierta de la semilla permiten
que el agua penetre, rompiendo asf el estado latente.

La ruptura natural de las semillas (por la congelaclén y deshielo del agua del suelo o
por los movimlentos de las partfculas de roca causados por el agua) permite que ésta penetre a
la semilla. Bajo condiciones de laboratorio las semillas duras de ciertas plantas cultivadas son

raspadas artificialmente para iniciar la germinacién.

2.5, LINEA CLARA

Se ha observado que muchas de las semillas que poseen una latencla impuesta por

10



testa dura y son impermeables al agua, presentan en su cubierta seminal una “estructura®
conocida en la literatura como linea clara.

Vézquez-Yahez y Pérez-Garcla (1976) mencionan que la semilla de Ochroma lagopus,
posee cublerta seminal dura e impermeable al agua, y una linea clara que puede estar
relacionada con la impermeabilidad.

En las semillas de las leguminosas también se presenta la Iinea clara (Ballard, 1973, en
Rolston, 1978),

En la familia Convolvulaceae hay especies con testa dura y en todas las especles
estudiadas, se han objervado una o dos lineas claras ( Murcio, 1983; Murgula, 1986; Ldpez-
Curto, 1987; Ponce, et al.,, 1990),

Ballard, (1973, en: Rolston, 1978) propone que la Impermeabilidad de la semilla estd
dada en estratos més profundos, por debajo de la Iinea clara,

Son dos los reportes conocidos por nosotros cuyo tema central de estudio es la lfnea
clara. El mas antiguo data de 1935, D.H. Hamly estudia la cublerta seminal de Melilotus alba
concluyendo que la linea clara es en realidad un fenémeno dptico producldo por la
yuxtaposicién de celulosa y suberina en las paredes celulares de las células de Malpighi
(Hamly, 1935), El segundo autor (Serrato-Valenti, et al. 1979), establece que de acuerdo a sus
estudlos la linea clara es una modificaclén estructural de las células de Malplghi y que este se
vé muy claro con microscopfa electrénica de barrldo, aunque tamblén menclona que es un
fenémeno dptico (Ifnea de Becke), que se hace muy evidente al microscopio de polarizacién,

Aungue se conoce muy poco sobre la naturaleza y funcién de la linea clara, muchos

investigadores coinciden en sefialar que esta regién representa una barrera que impide el

1



mavimiento libre de agua hacia el interiar de algunas semillas de leguminasas (Watson, 1948;

McKee, 1977; Ralston, 1978; Bevilacqua, et al., 1985),

2.6. FAMILIA CONVOLVULACEAE

Las canvolvuliceas son plantas herb4ceas, erectas o volubles, arbustivas o a veces
arbéreas; frecuentemente provistas de lstex. Hojas alternas, simples pero con frecuencia
lobadas o partidas, en ocasianes reducidas a escamas (Cuscuta). Flares axilares, solitarias o
dispuestas en cimas bracteadas. Pedincula articulada. Flores hermafroditas, actinamorfas,
Céliz por lo menas de 5 sépalas, a veces unidos en la base, can frecuencia acrescentes en el
fruta, Coraia simpétala con el fimbo entero a (3 a 5 lobado), de prefloracién cantarna,
Estambres 5, insertas en la corala. Disco presente o ausente, avario stpero, entero o
prafundamente bilabado (Dichondra), tipicamente bicampelar y bilocular {aunque puede variar
entre 1y 6, carpelos y I6culos), 6vulas 2 en cada l6eulo, por la general de placentacién axial,
estilas 1 © 2; estigma (nica, capitadg, con frecuencia 2 o 3 (hasta 5) - lobado, o bien, con 2
estigmas globosos, elipsoides o lineares, El fruto por la comdn es una cipsula loculfcida con 2
semillas (a menudo pubescentes) en cada l6culo.

La familia Convalvulaceae tiene cerca de 50 géneras, can aproximadamente 2000 sp.,
tropicales y subtropicales. jpomoea es el género mis abundanle con 400 especies

aproximadamente, del tipo de las envedaderas (Rzedowski y Rzedowski, 1985).

2.6.1, Género Ipomoea

El género Jpomoea, perteneciente a la familia Convolvulaceae, est4 representada por
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més de 500 especles de plantas tropicales y subtroplcales con algunas que llegan a distribuirse
dentro de las Jatitudes templadas (Edle y Ho, 1969 ; Mac Donald, 1982).

Las especies de este género han llamado fa atencién de embrléiogos vegetales y
boténicos debido a su importancla econémica y agricola; ya sea como productos de valor
alimenticio, medicinal u ornamental (/. batatas, /. purga, I, tric.o/or, . nil) o como malezas que
afectan cultivos comerciales como el del mafz y frijol (1. purpurea) (Edie y Ho, 1969).

Dentro de la amplia gama de especies que infestan los cultivos de malz y sorgo, se
encuentra I. purpurea, de hébito trepador, conocida cominmente como correhuela y
meloncillo (Cucumis melo), las cuales son responsables de una serie de daiios indirectos que
se reflejan en un mayor costo en la produccién y menor calidad del producto cosechado

(Castro, 1976),

2.6.2. Ipomoea purpurea (L) Roth

Planta herb4cea anual, de 20 a 100 cm, de longitud, rastrera o trepadora. Tallo
generalmente ramiflcado en su base, hirsuto-pubescente, con pelos amarillos hasta 4.0 mm de
largo. Peciolos de 4 a 20 cm de largo, pubescentes. Léminas de la hoja cordiformes ovadas,
enteras o trilobadas o bien raramente 5 lobadas, de 3 2 17 cm de largo y 2 a 15 cm de ancho.
Aplce agudo a acuminado. Base cordada de seno profundo, con pubescencia esparcida a
densa en ambas caras, misma que disminuye con la edad. Flores solltarias o en cimas 2'5
flores en las axilas de las hojas. Pedinculos de 0.2 a 18 cm. de longitud. Pedicelos de 5 a 20
mm de largo, ambos pubescentes a tomentosos. Brécteas lanceoladas, de 1 a 9 mm de largo,

pubescentes. Sépalos desiguales, los exteriores lanceolados a angostamente ellpticos, de 8 a
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17 mm. de longitud y de 2 a 5 mm de ancho, acuminados, hirsuto-pubescentes,
principalmente en la base, con pelos largos amaritios de base engrosada, los interiores
angostamente lanceoladas, de 8 a 17 mm de longitud y de 2 a 3 mm de ancho, acuminados
con bordes escariosos y ligeramente pubescentes en la parte media. Corola infundibuliforme,
de color plrpura (el tubo a veces blanco) de 2.5 a 5.0 ¢cm de longitud, glabra fitamentosa, de
13 a 30 mm, de longitud, Anteras de 1.0 a 3.0 mm de largo ovario cénico, glabro, 3 focutar,
con 6 6vulos; estilo de 14 a 27 mm de longitud. Estigma 3 globoso. Capsula subglobosa,
glabra de 9.0 a 11,0 mm de dismetro, 6 valvar, 3 locular, con 6 semillas de 4.0 a 5.0 mm de

longltud y mas o menos 4.0 mm de ancho (Rzedowski & Rzedowski, 1985).

2.7, ESTRUCTURA Y DESARROLLO DE LA SEMILLA EN LA FAMILIA CONVOLVULACEAE

Jos (1963) recopilé informacién sobre fa anatomfa de la cublerta seminal de varios
miembros de la familia Convolvulaceae; Sampathkumar y Ayyangar (1982) describieron las
caracleristicas moifoanatémicas de las semillas maduras de 33 especles de la familia.

Entre los rabajos que han contribuldo al conocimiento de la embriologfa de diferentes
géneros perteneclentes a la familia Convolvulaceae esté el realizado por Tiwarl y Chandra
(1985).

Existen en la fiteratura algunos trabajos sobre la estructura de la testa de semillas de las
Convolvulaceae (Woodcock, 1942; Sripleng y Smith, 1960; Kaur, 1969; Marquez-Guzman y
Laguna-Hern&ndez, 1982).

La testa de [ aquatica estd constituida por una epidermls y subepidermis

unlestratificadas, un esclerénquima en empalizada formada de 3 a 4 estratos cefulares y una
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capa de células parenquiméticas cuyo ndmero de estratos disminuye conforme avanza el
desarrallo, De acuerdo con Mirquez-Guzman (1986), este patrdn estructural se ha ohservado
en todas las semiflas estudiadas, por lo que se considera como un caricter diagnéstico de la
familia Convolvulaceae.

En las especies de la familia Convelvulaceae el primer estrato de esclereidas es de
mayor longitud y presenta una o dos lfneas claras,

Sripleng y Smith (1960) sefialan que el esclerénquima en empalizada puede estar
formado por 2 & més estratos, sin embargo, esto no afecta la posicién de la Ifnea clara,

Jos (1963) reporté que la semilla madura de 1, aquatica presenta un esclerénquima en
empallzada formado por 2 6 3 estratos. En el trabajo de Valdovinos (1992) se observaron de 3
a 4 estratos celulares de esclerénquima, ademés de la presencla de una Ifnea clara en el estrato
adyacente a la subepldermis. Esta discrepancia puede atribuirse al nlvel y al plano de cortey a
que los cortes en los cuales se basé la descripcién, corresponden a distintas regiones de la
semilla; o bien, que las observaciones de Jos (1963) se hicieron en semillas que no habfan

alcanzado la madurez.

2.7.1. Estructura de la testa de Jpomoea purpurea

Algunos autores han estudiado la estructura de la testa de I purpurea, pero los
resultados de las observaciones difieren entre sf (Govil; 1970; Kaur y Sing, 1970; Marbach y
Mayer, 1975).

Jos (1963), Ponce-Salazar, et al. (1990) estudiaron el desarrollo de la semilla en [

pupurea con énfasis en la esiructura de !a testa. Establecen que la cubierta seminal madura
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estd formada por 4 capas celulares: epidermis uniestratificada, subepidermis unlestratificada,
esclerénquima en empalizada con tres esiralos y restos de parénquima. Sefialan la presencia
de una linea clara en el primer estrato de esclereidas adyacentes a la subepidermis (Fig. 1),

A partir de los 30 dias posantesis se empieza a observar una lfnea clara en el estrato

més externo del esclerénguima en empalizada,

Las células parenquiméticas contintian consumiéndose.

La testa en la semilla madura queda formada por 4 capas celulares diferentes:

1) Epldermis uniestratificada transformada en tricomas.

2) Subepidermis uniestratificada.

3) Capa de esclerénquima en empalizada formada por 3 a 4 estratos de células
alargadas en direccién perpendicular a la superficie de la semilla y de gruesas
paredes.

4) Parénquima que ha quedado reducido a una capa de paredes celulares
comprimidas.

e
¢ v o M 3. ¢« € Epidermis
BCE -:‘,r“f‘,’;*umwg‘gt?-

TR QNG T -&: /" € Subepidermis

j

€ Esclerénguima
en empalizada

« € Parénquinia

‘ € Endospermo

8

Fig. 1. Fotograffa de un corte histolégico transversal de testa de [pomoea purpurea.
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Resumlendo los conocimientos obtenidos acerca de la Iinea clara por fa revisién de la

literatura sobre el tema, se puede concluir que:

1) La Iinea clara se ha observado en clertas cublertas de semillas que pertenecen a distintos taxa.

2) La presenciade la linea clara se ha detectado en semlllas con cublertus impermeables al agua.

3) La estructura y naturaleza qufmica de la lfnea clara no se ha establecido, Algunos resultados
sobre el tema son alslados y no concluyentes.

4) S6lo existen dos trabajos que especfficamente estudian la Ifnea clara,

5) La menci6én de esta estructura se ha hecho colateralmente en investigaciones cuyo
propésito de estudio es otro,

6) La testa de [pomoea purpurea presenta una lfnea clara y es impermeable al agua.

3. SISTEMAS OPTICOS Y DE ILUMINACION
3.0.1, LINEA DE BECKE

Al utilizar algunas tecnicas de microscopfa se ha observado un fenomeno conocido
como Ifnea de Becke, Esta linea se presenta como una concentracién de luz producida por
reflexién o la refraccién, o ambas. En los fmites de una estructura, esto se d4 siempre que una
muestra se encuentra sumergida en un medio con diferente fndice de refraccian, y al verse al
microscopio, enfocando ligeramente por encima de su posicién de enfoque correcto, se
presentan por lo general 2 Ifneas (una chscura y otra brillante), que son concentricas en el
borde. La mas brillante de ambas Ifneas, estd mas cerca del material o estructura que tiene el
fndice de refraccién mayor y por tanto siempre se desplaza hacia el medlo que tlene mayor

fndice de refraccién cuando se mueve el microscopio por encima de la posicién de enfoque,
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Las Ifneas de Becke se hacen més patentes si se cierra el diafragma iris del condensador
(Donald, 1970). A estas lineas se les ha dado el nombre de Becke en honor al Minerélogo y
Petrégrafo Friedrich Johann Karl Becke (Praga, Checoslovaquia 1855 - Viena, Austria 1931),
quien desarrollé métodos para la determinacién relativa de la refraccién de la luz por medio

de la Ifnea que lleva su nombre.

3.1. MICROSCOPIA DE CAMPO CLARO

E! mlcroscopio es un instrumento &ptico y mecénico que modula energla y amplifica el
dngulo de visién humana para producir imégenes amplificadas de un objeto cualquiera.
Gracias a Emest Abbe (padre de la Mlicroscopfa, 1840-1905), el microscoplo Hegd a
convertirse en un magnifico instrumento de investigacién que hoy conocemos, Su "tecria de la
formacién de la imagen en el microscoplo® establece la base de muchos descubrimientos
realizados desde entonces o en la aplicacién consecuente de la misma, Un efemplo claro de
esto es el procedimiento de contraste de fases propuesto por Fritz Zernike en los aftos de 1932
a 1934. Su teorfa establece que un microscopio no es usado para ver objetos luminosos, sino
que se emplea para ver objetos que tienen que ser iluminados a través de un condensador. Se
ha visto que cuando la luz viene de un objeto asf iluminado, especialmente cuando éste tiene
muchos y pequefios elementos estructurales, el objeto se comporta como una refilla de
difraccién, donde en cada una de ellas se producen frentes de ondas secundarios. De acuerdo
a Begunov, (1976), los rayos difractados llevan la info.rmacién de las caracterfsticas
estructurales del objeto y entre més rayos difractados pueda recoger el objelivo, la imagen

formada representaré més fidedignamente al objeto.
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En una larga serie de publicaciones comenzadas en 1869, Abbe didé a conocer sus
trabajos sobre la Importancia de los dlafragmas, el aplanatismo, el acromatismo y la
luminosidad. En 1873, se publicé su trascendental trabajo sobre la teorfa de los microscoplos,
De 1882 a 1883 se ocupd nuevamente de las relaciones entre la abertura numérica y el
aumento, A él corresponde el mérito de haber reconocido que el pardmetro mas importante
de!l microscopio no reside en su potencia de aumento, sino en su poder de resolucién, Abbe,
en 1887, popularizé el mas simple de los condensadores conocldo a partir de entonces como
“condensador de Abbe"; el cudl consiste de dos lentes plano-convexas de gran didmetro,
separadas conslderablemente por aire y con un diafragma Iris colocado detras de! plano focal,

A manera de resumen, E. Abbe establece tres postulados de la formacién de la
imagen al microscoplo:

- La imagen que se observa al microscoplo, es la Imagen del filamento de la l&mpara
modificado por el objeto.

- £l objeto mlcrocépico actda como una refilla de difraccién.

- Al pasar la luz por ei especfmen, se presenta la formacién de dos tipos de rayos: los rayos
directos y los rayos difractados, los primeros llevan en promedio un 75% de Intensidad
luminosa y un 25% de Informacién; mlentras que los segundos proporcionan un 75% de

informacién de! objeto y un 25% de Intensidad luminosa (Arredondo y Martinez, 1378),

3.1.1. Pricipios Fisicos
La Microscopla de Campo Claro debe su nombre al tipo de imagen que proporciona,

en la cual, el objeto resalta sobre un fondo blanco brillante, Sus fundamentos fisicos fueron

19



calculados practicamente hasta su dltimo detalle por Abbe, en 1876, cuando desamroll6 la
teorfa de la visién microsclpica, en la cual, estableci6 claramente el cambio de los rayos
luminosos en cada parte del microscoplo.

Ademds de Abbe, en 1893, Kthler, establece los parémetros que rigen la correcta
iluminacién en el microscoplo. Este método de iluminacién desplaza al métedo de
fluminacién Critica o de Nelson, que era el método mas empleado (Martin, 1971),

Para poder aplicar el principlo de Kshler conforme a las reglas, se necesita una
limpara con colector y diafragma tipo lris situado delante de €, lo mismo que un
condensador desplazable verticalmente con otro diafragma del mismo tipo. En la mayorfa de
los casos, los objetivos que se emplean en este sistema son del tipo acrométicos; pero suelen
emplearse los de otro tipo. Los oculares ms utllizados son los del tipo Huygens. La fuente
luminosa es generalmente una l&mpara de bajo voltaje(Martin, 1971).

Al graduar el diafragma de la lémpara o de campo, solamente se ilumina en la
preparacién, lo que es proyectado por el objetivo, como consecuencla de la demarcacién
dada por el dlafragma. Por tanto, no se produce una innecesaria lrradlacién de energfa al
especfmen, ni de luz dispersa, susceptible de disminulr el contraste y que procede de las zonas
de la preparaci6n cuya Imagen no es produclda por el objetivo.

La regulactén del diafragma de apertura o del condensador, establece un control del

contraste de la imagen asf como de la profundidad de campo (Arredondo y Martfnez, 1978),

3.1.2. Formacién de imagen

Et microscopio compuesto conslste de dos sistemas de lentes, una llamada objetivo y I
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otra famada ocular, La lente objetivo tiene una distancla focal corta, por lo que el objeto a
examinar se coloca a una distancia muy cercana a la lente; la cual forma una Imagen real e
invertida y aumentada en un punto intermedio entre e} objetivo y el ocular,

Puesto que la lente ocular, es también de distancia focal corta, se utiliza como
microscopio simple o lupa, para producir una imagen virtual y amplificada, Asf, el ocular
recoge la imagen (1) que forma el objetivo del objeto. Esta imagen se encuentra entre la
distancia focal y la lente ocular, por lo que se forma una imagen virtual y derecha (2), la cual

podré ser captada por el ojo humano a través del ocular (Fig, 2),

Condensador

* e, . Objetive
Ocular T

Fig. 2. Formacién de una imagen en un microscopio.

El objetivo controla la ampliacién principal y la calidad de la imagen y posteriormente,
ésta es recogida y nuevamente aumentada por e} ocular. De modo que, entre mejor calidad
dptica tenga el objetivo, mejor calidad tendré 1a imagen final (Wilson, 1976).

La teorfa de Abbe de la formacién de imagen microscéplca menciona que en general,
un microscoplo no es usado para ver objetos luminosos, sino que se emplea para ver objetos
que tlenen que ser iluminados a través de un condensador. Se ha visto que cuando la luz
viene de un objeto asf jluminado, especialmente cuando éste tiene muchos y pequefios

elementos estructurales, el objeto se comporta comoun difractor de luz (Tolansky, 1968),
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De acuerdo con Tolansky (op. cit), Abbe, en 1873 trata la formacién de una imagen
dada por un objeto de estructuras peritdlcas y regulares tal como una rejilla de difraccién,

donde en cada una de ellas se producen frentes de ondas secundarlos (Fig, 3),

Objeto Objetivo . imagen

‘l

Fig. 3. Difraccién y formacion de la imagen microscéplca. Las lineas punteadas sefialan fos
rayos difractados y las lineas conlinuas a los rayos directos,

Abbe, hizo el curloso descubrimiento que al suprimir los rayos difractados provenientes
de las rendijas del objeto, ésto es, deJando pasar solamente los rayos directos, o los de orden
0, en el plano focal posterior del objetivo, los tinicos cursos de luz que se presentan son los
que se Interficren en So, perdiéndose mucha Informacién conceriente a la estructura del
objeto. Esto d4 como resultado que en la imagen la Imagen del objeto aparezca como una
superficle uniformemente fluminada y solamente cuando los rayos difractados sean recogidos
por la lente y éstos se interfieran constructivamente en S, y §y' (los cuales comesponden a los
rayos difractados del primer orden de las rendijas ab,c), y entonces se lleva a cabo la

formacién de imagen con todo detalle,
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3.1.3. Observaciones Generales

El microscopio de campo claro ha sido usado desde su invenclén, para observar todc
tipo de muestras: vivas, muertas, coloreadas, elc.; sin embargo, en la actualldad, su uso mas
recomendado es en la observacién de material procesado con colorantes que incrementan el

contraste entre las parte®de la muestra y el medio que les rodea.

3.2, MICROSCOPIA DE CONTRASTE DE FASES

La microscopfa de contraste de fase_s’ es una técnica que permite la visibllidad de
detalles y buen contraste en aquellos objetos tan transparentes, que con la luz ordinaria son
pricticamente Invisibles, en los que las varlaclones locales del indice de refraccién son muy
pequefias. Se aplica principalmente en estudios biolégicos, en los que se elimina fa necesidad
de fijar y tefiir el espécimen, permitiendo por lo tanto el examen de células vivas, empleando
1écnicas de fotograffa fija o cinematogréfica (Amold, 1974),

La microscopfa de contraste de fases fue desarrollada por el profesor holandés F.
Zernike. Los trabajos originales fueron publicados en 1942 y, desde entonces, la expansién y

éxito de esta técnlca ha sido continua en muchos campos de la microscopfa y fa investigacién.

3.2.1, Principio Fisico
Para entender la microscopfa de contraste de fases es necesarlo conocer y comprender
con toda claridad algunos principlos de 6ptica elemental, como es la formacién de ondas,

Interferencia y retraso.
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Formacién de ondas: la luz es una forma de energfa que se propaga en lnea recta en

forma de ondas (Fig. 4).

Fig. 4. Esquema de una onda,

La distancla entre los maximos o entre los minimos es fa medida de la longitud de onda
que determina el calor, La altura por encima o por debajo del eje da la medida de la amplitud,
que viene a ser la intensidad.

interferencla: cuando 2 series de ondas o rayos se encuentran en un punto pueden
producir distintos resultados, seglin que las ondas lleguen en fase, es declr, riéximo con

méximo, o desfasadas, es decir méximos con mfnimos, o de un modo intermedio (Fig. 5).

Fig. 5. Interferencia de ondas.’
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Cuando 2 series de onda llegan en fase, la amplitud de una se suma a la de la otra, lo
que da como resultado una mayor intensidad, Cuando las ondas llegan defasadas, el méximo
de una es anulado por el minimo de la otra, lo cual disminuye o anula la amplitud o
intensidad. Cuando ésto ocurre, se dice que las ondas tienen un desfase de 180° o de la mitad
de la longitud de onda, puesto que un ciclo completo de ondas vale 360°,

Cuando las 2 series de ondas se reunen en condiciones intermedias a las anteriores, es
decir, con un defase menor de 180°, se produce una disminucién de la Intensidad. Este
fendmeno se conoce con el nombre de interferencia (Casartelli, 1968),

Retraso: si 2 rayos de luz paralelos y totalmente en fase, es decir, con los méximos y
minimos que se corresponden perfectamente, los hacemos ir uno a través del aire y el olro a
través de una sustancia transparente coma el cristal, el rayo que pasa por el cristal se retrasa
con respecto al otro. L.a magnitud del retraso depende de la densidad ptica y de la calidad

del cristal (Fig. 6).

Y
VAVAY)

Alre Cristal Alre

Fig. 6. Retraso de una onda con respecto a otra.
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Como puede verse los méximos del segundo rayo, al salir del cristal estan retrasados
con respecto a los rayos que atraviesan el aire y este retraso ha causado el desfase de los 2
rayos, La luz se retrasa tanto con el aumento de densidad, como de grosor.

Una vez establecidos estos conceptos, estamos ya en condiciones de comprender
c6mo se logra el contraste de fases. Para esto nas basaremos en el esquema de la Fig. 7
empezando |a explicaclon de abajo hacia arriba.

La luz que proviene de lalampara del microscopio llega al dlafragma anular (d) y esta
luz abandona el diafragma anular del condensadar en forma de un cono hueco de luz. Los
rayos luminosos que ascienden por el condensadar, ltegan a la muestra (m) iluminandola,
entonces los rayos luminosos que han pasado por la muestra, forman 2 cursos de luz: uno
directo y otro difractado (éste se desfasa % de longitud de onda en promedio) estos se
encuentran separados y atraviezan el lente objetivo alcanzando el plano focal posterior del
objetivo. Es en este punto donde se locallza una placa de fase o placa de Zernike, Esta placa
esta fabricada de fluorita de magnesio, en forma de disco y en una de sus caras aparece un
anillo que actiia como un filtro de densidad.

Los rayos directos pasan por el anillo (A), los cuales son disminuidas en su intensidad
luminosa mientras que los rayos difractados pasan a lravés del resta de la placa (B) (Fig. 8). Su
principlo de aperacién consiste en imponer artificlalmente un retraso de % de longitud de
onda en los rayos difractados con respecto de los rayos directos y ademis absorven la
intensidad fuminosa de los rayos directos hasta igualarla con la amplitud de los rayos
difractados (Ross, 1967),

Al continuar la marcha de los rayos directas y difractados en el curso del microscoplo,
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estos alcanzan al plano focal del ocular y es ahl donde se interfieren, proporcionando
una Imagen rica en detaile y contraste, que va de brillante a oscuro segtin la interferencia aditi-

va y/o sustractiva que se suceden entre ambos cursos luminosos (Arredondo y Martinez ,1978),

Rayo directo
Rayo difractado
Plano focal
del ocular
Interferencia aditiva
Plano focal ___
del objetivo

acade fas , ,
Pl € Interferencia sustractiva

" 14,

Diafragma anular

d oo

Fig. 7. Esquema de fa marcha de los rayos luminosos en un microscoplo de Contraste de fases.
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Fig, 8. Placa de fase o de Zernike (ampliada), Capa dieléctrica de retardo (B),
capa metélica de absorcién (A),

El mayor contraste entre la muestra y lo que lo rodea se obtlene cuando los rayos
directos y los difractados se reunen con un desfase de la mitad o multiplos de la longitud de
onda, Entonces si suponemos que las amplitudes de onda son iguales, no habra luz debido a
que el desfase es de 180°. Pero como el objeto o muestra comprende zonas de distinto grosor
o indice de refraccién, o ambas cosas, Las amplitudes de onda y los retrazos varlan, por lo que
el resultado es un complejo de tonos, que van desde el blanco hasta el negro y forman la

imagen del objeto,

3.2.2, Observaciones Generales

Durante mucho tiempo, cuando se trataba de preparaciones de cortes biologicos, finos
y sin tefiir al observarlos al microscopio en campo claro, las imagenes aparecian casi
invisibles y carentes de detalles. Las células y nicleos, por citar algun ejemplo, poseen
praclicamente la misma transparencia en la gama espectral visible; de forma que es casi
imposible apreclar las diferenclas de claridad o de color y no quedaba mas que diferenclar al
objeto por coloracién. Sin embargo, el fijado, acondicionado, y tefiido suponen operaciones

que aunque se realizan con fas maximas precauciones, modifican la estructura morfolégica .
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El contraste de fases ahorra esta clase de operaciones, ya que la estructura fasica del objeto se
transforma en una imagen de amplitud, producido por un desfase de la mitad de la longitud

de onda entre los rayos directas y los rayos difractados (Determan, 1974).

3.3. MICROSCOPIA CON LUZ PFOLARIZADA

La historia y evolucién del microscoplo de polarizacién se comprende mejor, si se
anallza en dos fases. Por un lado, en cuanto a la evoluclén y disefio de los agentes
polarizantes. Y por otrg, en cuanto a la aplicacién de la luz polarizada al microscoplo para la
abservacién de ciertos objetos.

Hacia 1669, Bartholinus, descubri6 la doble refraccién de la luz al pasar por un cristal
de calclta, Afos mis tarde, en 1690, Huygens, al estar trabajando con cristales de doble
refracci6n, descubri6 la polarizaclén de la luz. Hacia 1810, Malus, encontr6 que al reflejarse
la luz en algunas superficies, presentaba una peculiaridad a la que [lamé "luz polarizada",
Biat, en 1815, encontrd que al hacer pasar luz por un cristal de turmalina, una porcién de ella
era absorbida, y la porcién que se transmitfa era plana-polarizada. En 1828, Nicol, diseii6
varios prismas de caiclta para producir luz polarizada (Stoves, 1957).

En 1880, Gland, mejoré los prismas de calcita al unirlos con Bélsamo de Canadé y de
este modo puda obtener mejores resultados para preduclr luz polarizada. (Staves, op. cit)

Hacla 1935, Land elaboré las hojas polarizadoras con cristales de iodo-sulfato de
quinina al arreglar paralelamente estos cristales. En 1936, Bernauer, fabricd placas plano-

paralelas de Herapatita,
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En cuanto a la aplicacién de la luz polarizada a las observaciones microscopicas se
tiene que; En 1816, Brewster, la aplicé al microscopio simple. Y en 1834, Talbat, la aplicé al
microscopio compuesto por primera vez, al utilizar cristales de turmalina y después prismas
Nicol. El boténico Wyssling y el zoSlogo Schmid, en 1938, estudiaron las células animales y
vegetales. En 1952, Inoué, desarrollé un microscoplo de polarizacién para estudiar estructuras
de muy baja refringencia, aplicandolo, al estudio de la mitosis. En 1956, Thomburg y De

Robertis, lo aplican para estudiar las fibras nerviosas. (De Robertis, et al, 1971).

3.3.1. Principios Fisicos

Shurcliff (1968) define a la luz polarizada diciendo: “Es aquella cuya vibracién
transversal a la direccion de propagacion tiene un modelo simple. La luz no polarizada la
define en términas negativos dicienda: “Es aquella que no tiene un plano de vibracién
seccional, esto es, presenta muchos planos de vibracién®, Asl mismo distingue varios planos de

vibracién (Fig. 9).

/

/

a /

/ ! O )

A Luz lineal y verticalmente B) Lu  lineal y horizontalmente ©) Luz circular y D) Luz circular y
polarizada polatzada dextrégiramente polarizada fevogiramente polarizada

Fig. 9, Planos y secclones de vibraclones de la luz polarizada,
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La dptica de polarizacién permite a los microscopistas investigar las caracterfsticas
submicroscopicas y la orientacién de moléculas y otros componentes de células y tejidos
(Patzelt, 1974). Los métodos de polarizacién pueden ser usados cualitativamente, justamente
para detectar la presencia de dichas estructuras orientadas en un objeto biolégico; pero
informaclén mucho més vallosa puede obtenerse por la aplicacion de la microscopfa de
polarizacién cuantitativa (Stoves, 1957; Bennet, 1961),

El microscopio de polarizacién se distingue del de campo claro porque lfeva
Intercalados en la marcha de los rayos dos agentes polarizantes. Uno de eflos se llama
"nolarizador", que va colocado inmediatamente después de fa fuente fuminosa, por debajo del
condensador. El atro, va colocado después def objetivo y antes del ocular, a éste se fe lfama
“analizador", Estos elementos polarizadores consisten de filtros dicrolcos (Benett, 1961),

La fuz se define generalmente como una forma de energfa que se trasmite en linea

recta, pero formando ondas en angulo recto con fa direccién de transmisién (Fig,10),

A

aavawaw
VIRV

oe]

Fig. 10. Los nimeros 0, O’ representan al eJe a lo largo del cual discurre fa luz, y AB fa altura
de fas ondas por encima y por debajo def eje.

Sin embargo, la luz vibra no sélo en un plano, sino en todos los planos

simultdneamente. Por consiguiente, hay planos de ondas en todos los &ngulos (Fig. 11).
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Fig. 11. Si pudleramos mirar a lo largo del eje 0, verlamos las ondas en plano vertical.

Este tipo de luz es la luz normal o luz no polarizada, y es la mis corrlente, como la
producida por las ldmparas.

Consideremos ahora 2 planos AB y CD perpendicularmente entre sf, y que van a lo
largo del efe hasta que se encuentran con un obstéculo, que produce un camblo importante.
Si Imaginamos cierto tipo de reja o filtro PL, con barras y ranuras paralelas, que se Interpone
en el eje de transmislén de la luz y dispuesto de tal modo, que las ranuras estén verticales,
entonces las ondas verticales pasarén a través; pero las ondas horizontales no podran pasar por
las ranuras verticales y quedarén retenidas en ellas. Un filtro de este tipo se denomina
polarizador y la luz que sale de éf recibe el nombre de "luz polarizada® (Arnold, 1974). Puede
definirse, por tanto, como fuz que vibra en un sélo plano, diferencidndose asf de la normal
que lo hace en todos los planos (Fig, 12),

Colocando atro filtro polarizador sobre el eje de la luz polarizada, entonces las ranuras
se colocan verticalmente en el mismo plano que fa luz polarizada, por lo que la luz pasard a
través de €l sin dificultad y continuara hacia 0, Este segundo filtro se llama "analizador". Sin
embargo, sl se pone el analizador de tal modo que sus ranuras, o por usar el término correcto,

su eje forma un 4ngulo recto con el plano de luz polarizada, entonces, como no exlsten
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[<4

vibraciones horizontales, toda la luz que vibra en sentido vertical quedar4 retenida y no pasara

luz alguna, es decir, que habr4 un fenémeno de extincién (Arnold, 1974)

PL

A
l ’ /Luz polarizada

0 Luz normal

Fig. 12. Luz plano polarizada,

Tamblén puede ocurrir que el analizador esté en posiclén Intermedla entre las 2
anteriores, En este caso, existirdn dngulos, para los cuales cierta fraccion de luz polarizada
consegulra pasar a través, Esta luz, después de atravesar el anallzador, seguird slendo luz
polarizada; pero pasar8 mucho menos luz de la que llega al analizador y la cantidad de luz
que pasa seré tanto mayor cuanto mds préxima a la posicién paralela respecto al polarizador
sea la posicion del analizador,

Mlentras que la mayorfa de las sustancias transparentes transmiten la luz polarizada sin
ninguna alteracién de! plano de vibracién (o plano de polarizacién), hay ciertas sustanclas que
hacen girar este plano de vibraclén de la luz polarizada que pasa a través de él. Estas
sustanclas se llaman "birrefringentes" u "épticamente activas" (Patzel, 1974).

La luz normal llega al polarizador PL con su eje vertical. Del polarlzador sale luz
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polarizada vertical y serd retenida totalmente por el analizador si el eje de éste estuviera
formando 4ngulo recto con el polarizador. Pero si se colocé entre ambos una sustancia
6pticamente activa, la luz polarizada ventical seré girada de plano al pasar por ella y parte de
esta luz polarizada pasaré a través del analizador y, la uz que sale, aunque su intensidad esté
disminufda, serd bien visible (Fig. 13).

Debido a sus variadas estructuras moleculares, los diferentes materiales difieren en su

aparlencia cuando son observados entre polarizadores cruzados.

Analizador

Objetivo

Préparaclén

Condensador

Polarizador

t

Fig. 13. Curso de los rayos luminosos en el microscoplo de polarizacién

34



Los materlales isatrépicos no muestran diferencias entre la luz polarizada o la
transmitida normalmente, por poseer un indice de refraccién (inico que es independiente del
plano de vibracién del iluminante, Entre tales materlales se halla el vidrio, los cristales cibicos
y algunos tipos de plasticos (Clarck, 1961).

Los materiales anisotrdpicos tienen indices de refraccién variables en direcciones
diferentes {(birrefringencia). Cuando un material anisotréplco se examina entre polarizadores
cruzados, el plano incldente de luz polarizada queda cortado en dos componentes que vibran
en angulos rectos entre sf, cada uno de cuyos componentes atraviesa el espécimen a diferente
velocidad (es decir con Indice de refraccién diferente). A la salida del espécimen, estos dos
componentes son recomblnados por el analizador, pero debido a su diferente velocidad sus
relacones de fase se han alterado, o sea que uno de ellos resulta retrasado respecto al otro,
produciendose entonces la interferencia (Amold, 1974)

Placa birrefringente o denominada compensador de onda completa (o placa sensible al

color), que se Inserta con un anguio de 45° en el plano de polarizaclén. Con elio se ayuda a

un retardo artlficial de la longitud procedente de la muestra, sumando un retardo total
equivalente a una regién aproxlmada al primer orden, donde incluso diferencias pequefias
crean sefialados cambios de color (Arnold, 1974), El compensador de onda completa es el

més empleado con fines fotograficos.
3.3.2. Observaciones Generales

Una de las aplicaciones de la luz polarizada es la determinacién de ia presencia o

ausencla de sustanclas &pticamente activas (Casartelll, 1968),
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Entre las sustancias 6pticamente activas pueden citarse las sigulentes: cristales de toda
clase, almidén, cutlculas de hojas y butbos; fibras naturales de algodén, lana, seda, lino,
chfiamo y la mayor parte de pelos animales, algunas fibras sintéticas, escamas de pescado,
secciones finas de cuernos, pezufias, garras y ufias; huesos descalcificados, fibras musculares,
algunos aceltes y grasas, Cruces de malta: el almidén que s6lo puede ser detectado como una
sustancia pticamente activa por aparecer iluminado con el polarizador y el analizador
cruzados, sino que Incluso puede ser Identificado porque cada particula forma una cruz de

Malta perfectamente visible,

3.4. MICROSCOPIA DE CONTRASTE DIFERENCIAL DE INTERFERENCIAS SEGUN
NOMARSKI (CDI)

Segln Hale (1958), el microscopio de contraste diferenclal de interferenclas se puede
considerar coma-una derivacién de los sistemas interferométricos, disefiados por los de Jamin
y Lebedeff, en vista de que, con todos esos sistemas, se obtienen las Interferencias entre dos
cursos de luz que previamente fueron polarlzados por una placa birrefringente,

De acuerdo con Ross (1967), no se puede considerar alsladamente a Nomarski como el
creador de este sistema, que més tarde se le liamé "Contraste Diferencial de interferendlas"
(CD); ya que Smith, durante el curso de 1950 y 1955, Philpat, en 1950, y Huxley en 1952 y
1954, disefiaron sisternas de Interferencias similares a éste,

Indudablemente, uno de los avances méis importantes que condujeron hacla este
sistema fue la aplicaclén de los prismas de Wollaston, como placas hirrefringentes para

separar y reunir los haces luminosos; dicha aplicacién fue lievada a cabo por Huxley,
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tempranamente en 1952. Su disefio por de pronto, encontré serias limitaciones debido a la
colocacién de los prismas en la marcha de los rayos, dando por resultado un instrumento de
campo visual y apertura numérica muy reducidas. Posteriormente en 1954, logré un sistema
de mayor apertura numérica al aplicar un corrector a base de cristales de calcita para coriegir
la distorsién provocada por uno de los prismas de Wollaston (Hale, 1958),

Asf, Nomarski, en 1952, construy6 un sistema similar al de Huxley. En este
instrumento, dado a conocer hasta 1955, Nomarski conté el prisma superior de Wollaston, de

tal manera que uno de sus ejes estd girado 45% con lo cual se facllité que los planos de

reunién de los rayos coincidieran dentro del segundo prisma; mientras que Huxley aplicé
correctores sin obtener buenos resultados. Asf el sistema diseflado por Nomarski, fue un
instrumento con campo visual y poder de resolucién méas amplios, en donde la imagen final es
el resultado de la interferencia llevada a cabo entre los rayos luminosos (Hale, 1958; Patzelt,
1974),

La casa Carl Zelss, en 1965, bajo la direccién de Nomarski, elaboré estos instrumentos
a escala comerclal y a partlr de entonces se dieron a conocer al mundo cientffico (Ross, 1967;
Wunderer y Witte, 1970).

La primera aplicaclén del Contraste Diferenclal de Interferencias, la llevaron al cabo
Allen, David y Hirsch durante 1966, quienes obtuvieron un cortometraje de la estructura y
actividad ciliar del aparato bucal de un rotffero. Trabajo que llevaron a la Royal Microscopical
Society durante el centenario de su fundacién (Ross, 1967). Bayer y Allen, en 1966, pusieron
adn en mayor evidencia las potencialidades de este sistema al estudiar objetos de contraste

homogéneo, al aplicarlo para analizar el huso mitético en vivo de células de endospermo de
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Haemanthus katherinae, el cual no era visible bajo ningun otro sistema dptico; debido a la
escasa diferencla en el fndice de refraccién entre el huso mitético y el citoplasma, que se
presenta en esta planta durante la gametogénesis (Bayer y Allen, 1966; Ross, 1967).

£t primer dispositivo de Conlraste Diferencial de Interferencias se basa igualmente en el
principlo de polarizacién y la birrefringencia, con lo cual, los objetos, sin haber sido tefidos,
se exhiben con una gran riqueza de contraste (Determann, 1971). Sin embargo, a diferencia
del dispositivo de interferencias con polarizacién de Jamin Lebedeff, el desdoblamiento de la
imagen y la separacién entre el rayo ordinario y el rayo extraordinario es menor que el poder
de resolucién de la éptica empleada (Ross, 1967). Por lo tanto, los conceptos de rayo del
objeto y rayo de referencia pierden completamente su slgnificado, por el hecho de que ambos
rayos son influenclados por el objeto. De esta manera es que en el microscopio no se registra
ninguna doble imagen visible (Determann, 1971; Patzelt, 1974), Dicha separaclén, se obtiene
en la aplicacién de los prismas de Wollaston como placas blirrefringentes, cuya funcién es

dividir y unificar los haces {Lang, 1970a).

3.4.1. Principios Fisicos

A fin de una mejor comprensién, se hace imprescindible plantear el funcionamiento
del prisma de Wollaston, £l prisma consta de dos cufias de materlal birrefringente, unidos
entre s/ por un material cementante, donde los planos de “los ejes 6pticos se encuentran
formando un dngulo de 90° entre sf (Lang, 1970b; Smith, 1971),

Cuando se hace Incidir un haz de fuz planopolarizado sobre fa superficle de este

prlsma, cuando forma un &ngulo de 45° a fa seccidn principal de! prisma (fig. 14), sobreviene
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la separaclén de las ondas parciales, cuyos planos de oscilacién son ortogonales entre sl
Dicha separacién se produce en el canto de unién de ambas cuiias y la direccion de
propagacién de ellas forman un dngulo relativamente agudo, al que se le ha hecho Ilamar
"Separacién Diferencial de los Haces" (Lang, 1970a; Patzelt, 1971).

En vista de que la velocidad de propagacién de una onda luminosa en el cristal es
proporcional al fndice de refraccién, de ahl resulta que, la velocldad del rayo ordinarlo es
mayor que la del rayo extraordinario en la primer cufia del prisma, Por io tanto el rayo
ordinarlo se adelanta al rayo extracrdinarle; pero al alcanzar la segunda cufia, como el eje
éptico de este cristal estd girado 90°, entonces el rayo ordinario se comporta como rayo
extraordinario y viceversa. Esto es, el rayo ordinario se atrasa con respecto al rayo
extraordlnario, En consecuencia, las ondas luminosas, al salir del prisma, han recorrldo
caminos dpticos Iguales, y por lo tanto, la diferencia de marcha entre ambos es igual a cero
(Patzeh, 1974; Lang, 1970b),

Rayo
extraordinario

Rayo
ordinario

Fig. 14. Separacl6n angular de los haces luminosos.

St por motivos especiales se desea una diferencla de marcha entre ambos rayos, ésta

podr4 consegulrse desplazando lateraimente el prisma de Wollaston con respecto a los haces
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incidentes, lo cual permite obtener diferencias en el recorrido éptico entre los rayos, y por lo
tanto, seleccionar ya sea adelantos del rayo ordinario con respecto al rayo extraordinario o

viceversa (Smith, 1971; Lang, 1970c).

En este instrumento la luz procedente de la fuente luminosa es linealmente polarlzada
por un polarlzador, de modo que la luz emergente de é| tiene un plano de oscilaclén

inclinado a 45° con respecto al plano del dibujo (Fig.15).

Analizador

Prlsma de Wollaston,

4

QObjetivo
Preparaci6n

Condensador

Rayo ordinari Rayo extraordinario
(defasado)

/ cfasa
\ Prisma de Wollaston,

Polarizador

Fig. 15. Curso de los rayos luminasos en el microscopio de Contraste Diferencial de Interferencias.

40



Para alcanzar el prisma de Wollaston,, donde se provoca la separacién angular de los
rayos; asf uno de los rayos marcha perpendicularmente al plano del dibujo y el otro paralelo.
Después de salir dichos rayos del condensador, ambes rayos viajan separados lateralmente en
un valor muy pequefio. Entonces, atraviesan la preparacién y el objetivo del microscoplo, para
converger en plano focal posterior del objetivo, donde ests colocado el segundo prisma de
Waollaston,, que de acuerdo a sus dimensiones y propledades cristalpticas es idéntico al
primer prisma, y cuya funcién junto con el objetivo es unificar los rayos. Aunque después de
salir los haces del prisma Wollaston, y ambas ondas parciales hayan sido reunidasen una sola,
no por ello dejan de seguir polarizadas linealmente, siendo sus planos de vibracién
perpendiculares entre sf, Con el objeto de que ambas ondas puedan interferirse en el plano de
la imagen intermedia, es necesaric que coincidan sus planos de vibracisn. Ello se logra
intercalando un analizador en la trayectorla de los rayos.

Para este propésito el anallzador esta orientado a 45° de los planos de vibraclén de los
rayos Incidentes. Ahora ambas ondas parciales poseen la misma intensidad y son resueltas en
una sola, linealmente polarizada, La imagen intermedia Interferéptica asf obtenida, es como
de costumbre aumentada por el ocular (Lang, 1970b; 1970 ¢; Smith, 1971),

Cuando la diferencia de marcha dptica entre ambos rayos corresponde a una cierta
longitud de onda, o bien, para un mltiplo de ésta, de manera que coincida en contrafase,
ambos cursos se Interfieren destructivamente; resuitando que el color correspandiente a est:
longitud de onda es substralda de! resto de los componentes de la luz blanca, De este modo,
todas las longitudes de onda restantes, se mezclan con arreglo a su relacién de intensidades

para formar un color de fondo que se ha hecho Itamar "Color de interferencia,
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Sin embargo, como qulera que las relaciones de intensidad entre los distintos colores
varfan en funcién de la diferencia de recorrido 6ptico, a cada diferencia de marcha
corresponde un color de interferencia caracterfstico (Lang, 1970b; 1970c).

As, el color de Interferencla, o la intensidad en cada punto del campo de la Imagen
dependeré de la diferencia bésica de ambos haces de los rayos parcialmente polarizados, y en

consecuencla del espesor y del Indice de refraccién de los dos puntos del objeto (Plesch,

1971),

3.4.2. Observaciones Generales

La imagen final presenta un caracterfstico efecto pléstico, parecido al obtenido con la
Hluminacién oblicua (Wunderer y Witte, 1970). Dado que el punto de divergencla de los
haces se encuentra en el plano focal del condensador, y el desdoblamiento angular en el
prisma de Wollaston, los cursos de Juz marchan lateralmente en el espacio correspondiente al
objeto, Asl, son representados pefiles de superficles, Ifmites Gpticos y mecanicos y estrfas
contfnuas (Gundlach, 1971).

En este instrumento puede aprovecharse completamente la apertura numérica del
condensador. Asf, se logra el limite de capacidad de definicién y se restringe a un sector
estrecho fa profundidad de campo en el objeto.

Ello hace posible enfocar distintos planos dentro de la preparacién y reproducir estas
“secclones Gpticas" sin que resulten perturbadas por estructuras que se hallen por encima o por

debajo de este plano (Lang,1970a; Plesch, 1971),
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Se obtiene con este tipo de microscop(a imégenes ricas en un contraste de color y con
informacién a manera de relieve, dada por una claridad asimélrica en los Iimites de las

estructuras (Arredondo y Martinez, 1978).
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4. 0BJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL
El objetivo general de fa presente investigacién y tomando como modelo a la cubierta

seminal de [pomoea purpurea (Convolvulacea), es aportar conocimientos sobre la linea clara

mediante la utilizacién de distintas t&cnicas de microscopfa fotdnica y de tincién,

4.2, OBJETIVOS PARTICULARES

1.~ Determinar mediante diferentes técnicas de microscopla fotdnica la etapa més temprana

de deteccién de la linea clara durante el desarrollo de la semilla de jpomoea purpurea.

2.- Determinar las técnicas de microscopla fotdnica que detectan mejor la lnea clara en

semilla madura deshidratada de jpomoea purpurea,

3.- Comparando los resultados obtenidos dar una posible respuesta a la naturaleza de la linea

clara.



5. MATERIAL Y METODOS

Para la realizacién de este trabajo se recolectaron flores y frutos de jpomoea purpurea,
en distintas etapas de desarrollo hasta su completa maduracién (frutos deshidratados) la
colecta se realiz6 durante el mes de jullo de 1993,

De las plantas con flor, se prepararon ejemplares que se depositaron en el herbario de

Ja Facultad de Clencias (FCME) para su Identificacién,

5.1, TECNICA

Las flores y frutos completos, se fijaron en formol-alcohol-cido acético (FAA), De los
frutos se extraferon las semillas, se midieron y se separaron por tamafios, formando 13
conjuntos, con lafinalidad de tener una secuencia en el desarrolio de la semilla.,

Las muestras fijadas se deshidrataron en alcoholes graduales y se incluyeron en
paraplast a 56°C de acuerdo al método de Johansen (1940),

Se obtuvieron, cortes transversales de 10 um de grosor por medio de un microtomo de

rotacién American Optical mod. 820,

5.1.2, Tinciones
Los cortes se desparafinaron y las preparaciones de cada etapa se procesaron de la
sigulente manera: a) Sin Tediir, b) se tifileron con la técnica doble Safranina-Verde Répido, y c)

tefildas con Azul de Toluidina, montindose al final en balsamo de Canads.
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Las preparaciones se revisaron en ¢l microscopio foténico American Optical modelo
Phase Star y con base en la anatomla de la testa observada se formaron 5 grupos,
correspondientes a 5 etapas diferentes del desarrollo de la testa. El criterlo utilizado se bas6 en
los resultados del trabajo de Ponce-Safazar, et al. (1990)

Una vez establecidas las etapas se procedié a observar las preparaciones con 4
diferentes técnicas de microscopla foténica: Campo Claro, Contraste de Fases, Polarizacién y
CD! segtin Nomarskl, para luego hacer el reglstro fotogréfico con cada técnica microscéplcay
con las diferentes técnicas de tincién (sin tefir, azul de toluldina y safranina-verde-répido) en
cada etapa.

La obtenclén de fotograffas sa realizé con un fotomicroscoplo Carl Zeiss Fom! I,

La selecci6n de las distintas técnicas de microscopla fot6nica se hicleron considerando
que:

el campo claro es la técnica mas utilizada en la observacién de tejldos vegetales y los
reportes sobre linea clara se basan en observaclones reallzadas fundamentalmente con esta
técnica,

Contraste de fases, porque es una técnica que permite detectar los cambios épticos en
materlales con indices de refraccién muy cercanos entre sf,

Polarizacién, porque va a permitir la deteccién de actividad dptica y orlentacion de
estructuras con esta propiedad,

CD! seglin Nomarski, permite la clara visualizacién de contornos y perlmetros.
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6. RESULTADOS

6.1 OBSERVACIONES
6.1.1. Etapa |

El primer grupo correspondiente a la etapa | se caracteriza porque la testa est4
constitulda por la epidermls més dos capas celulares producto de la division periclinal de la
hipodermis. El resta de la testa estd formado por una capa parenquimatosa plurlestratificada,
Todas las células en esta etapa presentan niicleo, citoplasma y paredes celulares primarias.
(Lamina 1; Figs. 1-12),

6.1.2, Etapa Il

La etapa Il se caracteriza por una epidermis monoestratificada, fa cual se empieza a
diferenclar en tricomas, la subepidermls monoestratificada de células vivas y otra capa de 2 6
3 estratos de parénquima en empalizada con células nucleadas de tamafio semefante, y
parénquima plurlestratificado, con células con abundantes granutos de almidén (Limina 2;
Flgs. 13-24),

En las etapas anteriores (I y Il) conslderadas en este trabajo, la Ifnea clara no es
chservable con ninguna de las \écnicas microscépicas y de tinci6n utilizadas, (Ldminas 1y 2;
Figuras 1-24),

6.1.3. Etapa Il

Se caracleriza porgue la epidermis monoestratificada que se ha diferenclado en
tricomas. En la subepldermis monoestratificada con e! contenido protoplésmico en
degeneracién, ya no se apreclan los nicleos, el esclerénquima formado por 3 estratos

celulares, cuyas células poseen una longitud varlable, slendo las de mayor tamafo las del
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estrato adyacente a la subepidermis. En este estrato se ohserva por primera vez la linea clara
en el tercio superlor de las esclereidas adyacentes a la subepldermis, las paredes del
esclerénquima se emplezan a engrosar y a perder su contenido protoplésmico. Las células del
parénquima conservan el almidén pero s6lo aquellas adyacentes al esclerénquima, las células
parenquiméticas més internas lo han perdido y comienzan a degenerar.

La linea clara se observa por vez primera en la etap;a I, Esta etapa corresponde a
semillas maduras hidratadas (Ldmina 3; Figs, 25-36).

En la etapa lil 1a tincién que resulté mas adecuada para la observacién de la ifnea clara
fue el azul de toluidina y las técnicas microscépicas: Campo Claro, Contraste de Fases y CDI
(Lsmina 3; Figs. 29, 30 y 32). La Iinea clara también se observé, aunque no muy nitidamente,
cuando la preparacién se tité con safranina-verde rapido y aquf el campo claro y el contraste
de fases dieron buenos resultados (Lamina 3; Figs. 33, 34).

Cuando las observaclones se hicieron con preparaciones desparafinadas y no tefildas,
los resultados no fueron buenos, excepto con la técnica de Nomarski, con fa cual fa lfnea clara
se observé nitidamente (Lémina 3; Fig 28).

6.1.4. Etapa IV

En esta etapa no hay almidén en el parénquima y las células entran en franca
degeneracién.

Las células del esclerénquima aumentan el grosor de sus paredes y contienen escaso
contenldo citoplismico, la lfnea clara estd presente en el tercio superior del primer estrato de

esclereidas adyacentes a la subepidermls.

48



En la capa subepldérmica la degeneracion del citoplasma se acentua y algunas células
epidérmicas se han diferenclado en tricomas.

En la etapa IV que corresponde a semillas maduras en proceso de deshidratacién, la
Inea clara es visible con cualquiera de las técnlcas utilizadas, tanto de tincién como de
microscopla. Sin embargo la técnica de CDI segtin Nomarski di¢ excelentes resultados, ya que
Ja linea clara fue nftidamente observada tanto en preparaclones tefildas con cualquler técnica,
como sin teflir (Limina 4),

La téenica de tinclén mds favorable para la observacién de la linea clara fue el azul de
toluidina con cualquiera de las técnicas de microscopfa utilizadas, con excepcién de la
microscopfa de polarizacién, donde su observacién no fue nitida.,

6.1.5, Etapa V

En esta etapa el parénquima ha degenerado por completo (Figs. 51, 59, y 60), las
células del esclerénquima con un aumento en el grosor de sus paredes celulares, El estrato de
esclerénquima, adyacente a las células subepldérmicas de mayor longitud que los otros 2 més
intemos, Las células subepidérmicas contienen en su Interior inclusiones oscuras y los tricomas
se han desprendido por la manipulacién,

La etapa V comesponde a semillas maduras deshidratadas (semliifas listas para su
dispersi6n), En esta etapa la Hinea clara se observa con cualquler tincién o sin ella y con
cualquier técnica microscépica. Sin embargo, en esta etapa, la tnica técnica microscopica
favorable para la observacion de fa Ifnea clara fué la de CDI segin Nomarski, que dié

excelentes resultados en preparaciones con y sin tincién.
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Los resultados con las otras técnicas de tincién y de microscdpia no fueron 6ptimos, ya
que las imé&genes observadas fueron muy difusas.

Para una definici6n muy clara de los estratos celulares que constituyen a la testa, la
técnica microscdpica mis adecuada fue el contraste de fases (L&mina 1; Figs 2,6 y10), adn en
preparaciones sin tefilr (Lamina 1. Fig. 2; Ldmina 2. Fig. 14)

La técnica microscoplca de campo claro sélo permitié observar estructuras teffidas,
pues en las que na tuvieron tincién no hubo definicién,

La técnica de polarizacién permitié ademds distinguir muy claramente los granos de
almidén presentes en las células del parénquima de la testa,

El azul de toluidina tid6 los granos de aimidén pudiendo observarse su estructura muy
claramente con cualquier técnica de microscopla utilizada,

Con las técnicas microscopicas de polarizacién y CDI segtin Nomarski, la linea clara se
observa como una linea brillante, sin embargo casl toda la longitud de la esclerelda en la cual
se locallza la linea clara, tamblén aparece brillante, aunque un poco menos.

La técnica de Nomarski hizo posible observar un engrosamiento alrededor de todas las
esclereidas, localizado Justo en el sitio de observacién de la linea clara,

En el estrato de esclereldas adyacente a la subepldermis, con la técnica de polarizacién
y Nomarski, podemos observar un cambio de color presentando un tono claro o

birrefringente,
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LAMINA 1. CORTES TRANSVERSALES DE LA TESTA DE lpomoca purpurea.
FIGS. 1-12, AUMENTOS 640 X.

ETAPA |

Fig. 1. Microscopla de campo claro. Preparacién sin tincién,
Fig. 2. Microscopfa de contraste de fases. Preparaci6n sin tincién.
Fig. 3. Microscopfa de polarizaci6n. Preparacién sin tincién.

Fig. 4, Microscopfa de contraste diferencial de interferencia segin Nomarski (CDI).
Preparacién sin tincién.

Fig. 5. Microscopfa de campo claro, Preparacién con tincién azul de toluidina.
Fig. 6. Microscapfa de contraste de fases. Preparacién con tinci6n azul de toluidina,
Fig. 7. Microscopfa de polarizaci6n, Preparacién con tincién azul de toluidina,

Fig. 8. Microscopfa de contraste diferencial de interferencia segin Nomarski (CDI).
Preparacién con tincién azul de toluidina,

Fig. 9. Microscopla de campo claro. Preparacién con tinci6n safranina-verde répido.
Fig. 10. Microscopfa de contraste de fases. Preparacién con lincién safranina-verde répido.

Fig. 11, Microscopfa de polarizacién, Preparacién con tincién safranina-verde répido.
Fig. 12, Microscopla de contraste diferencial de interferencta segtin Nomarski (CDI).

Pgeparaclén con tinci6n safranina-verde rpido.
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LAMINA 2. CORTES TRANSVERSALES DE LA TESTA DE SEMILLA DE /pomoea pumpurca,
FIGS. 13-24, AUMENTOS 640 X.

ETAPA 1l

Fig. 13, Micrascopla de campo clara, Preparacién sin tincién.

Fig. 14. Microscopla de contraste de fases. Preparaci6n sin tincién.

Fig. 15. Microscopfa de polarizacién, Preparacién sin tincién,

Fig. 16. Microscop(a de contraste diferencial de interferencia segtin Nomarski (COI)
Preparacién sin tincién.

Fig, 17, Micrascopla de campo claro. Preparacién con tincién azul de toluidina.
Fig. 18. Microscopfa de conlraste de fases. Preparacién con tincién azul de toluidina,
Fig. 19, Microscapfa de polarizaclén, Preparacién con tincién azul de toluidina,

Fig. 20, Microscopfa de contraste diferenclal de interferencla segtin Nomarski (CDI).
Preparacién con tincién azul de toluidina,

Fig. 21. Microscopia de campo claro, Preparacién con tinclén safranina-verde répido.
Fig. 22. Microscopla de contraste de fases. Preparacién con tinclén safranina-verde répido.
Fig. 23. Microscopfa de polarizacién, Preparacién con tincién safranina-verde répido.

Fig. 24, Microscopfa de contraste diferenclal de interferencia segdn Nomarsk! (CDI).
Preparaclén con tincién safranina-verde ripido.
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LAMINA 3. CORTES TRANSVERSALES DE LA TESTA DE Ipomoca purpurea,
FIGS. 25-36. AUMENTOS 640 X.

ETAPA I

Fig. 25. Microscopia de campo claro. Preparacién sin tinclén.

Fig. 26. Microscopfa de contraste de fases. Preparacién sin tincién,

Fig. 27. Microscopla de polarizacién, Preparacin sin tincién,

Fig. 28, Microscopfa de contraste diferencial de interferencia segin Nomarski (COI).
Preparacién sin tincidn,

Fig. 29. Microscopfa de campo claro. Preparacién con tincién azul de toluidina.
Fig. 30. Microscopfa de contraste de fases. Preparacién con tincién azul de toluldina.
Fig. 31. Microscopfa de polarizacién. Preparaci6n con tincién azui de toluidina.

Fig. 32. Microscopfa de contraste diferenclal de interferencia segdn Nomarski (CO!).
Preparacién con tincién azul de toluidina,

Fig. 33, Microscopfa de campo claro. Preparacién con tinclén safranina-verde répido.
Fig. 34. Microscopfa de contraste de fases, Preparacién con tincién safranina-verde rapido.
Fig. 35, Microscopfa de polarizacién. Preparacién con tincién safranina-verde répido.

Fig. 36, Microscopfa de contraste diferencial de interferencia segin Nomarski (CDI).
Preparacién con tinci6n safranina-verde répido,
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LAMINA 4, CORTES TRANSVERSALES DE LA TESTA DE Ipomoea purpurea.
FIGS. 37-40, AUMENTOS 640 X,

ETAPA LV

Fig. 37, Micrascopfa de campo claro. Preparacidn sin tincidn,

Fig. 38, Microscapfa de contraste de fases, Preparacion sin tincién,

Fig. 39. Microscapfa de polarizacién, Preparacién sin tincién,

Fig. 40, Microscopfa de contraste diferencial de interferencia seguin Nomarski (CD).
Preparacién sin tincién.

Fig. 41. Microscopfa de campo claro, Preparacién con tincidn azul de toluidina,
Fig. a2, Microscopla de contraste de fases, Preparacién con tincién azul de toluidina,
Fig, 43. Microscopla de polarizacién, Preparacién con tincién azul de toluidina,

Fig. 44, Microscapla de contraste diferencial de interferencia segin Nomarski (CDI),
Preparacién con tincién azul de toluidina, ’

Fig. 45, Microscopfa de campo claro. Preparacién con lincién safranina-verde répido,
Fig. 46. Microscopla de contraste de fases, Preparacién con tincién safranina-verde répido.
Fig. 47, Microscopfa de polarizacién, Preparacién con tincién safranina-verde répido.

Fig. 48, Microscopla de contraste diferencial de interferencla segdan Nomarski (CDI),
Preparaclén con tincién safranina-verde répido.
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LAMINA 5. CORTES TRANSVERSALES DE LA TESTA DE Ipomoea purpurea.
FIGS. 49-60. AUMENTOS 640 X,

ETAPAY

fig. 49. Microscopfa de campo claro. Preparacién sin tincién,

Fig. 50. Microscopfa de contraste de fases. Preparacién sintincién.

Fig. 51. Microscopfa de polarizacidn, Preparacién sin tincién,

fig. 52, Microscopfa de contraste diferenclal de Interferencla segin Nomarski (CDI),
Preparacién sin tincién,

Fig. 53. Microscopfa de campo ciaro. Preparacién con tincién azui de toluidina,
Fig. 54. Microscopla de contraste de fases. Preparacién con tincidn azul de toluidina.
Fig. 55. Microscoplfa de polarizacién, Preparacién con tincién azul de toluidina.

Fig. 56. Microscopfa de contraste diferenclal de Interferencia segiin Nomarski (CDi).
Preparaci6n con tinci6n azul de toluidina.

Fig. 57. Microscopfa de campo claro. Preparacl6n con tincién safranina-verde ripido,
Fig. 58. Microscapfa de contraste de fases, Preparacién con tinclén safranina-verde répido.
Fig, 59. Microscopfa de polarizaclén, Preparacién con tinclén safranina-verde répido.

Fig. 60, Microscopla de contraste diferencial de interferencia segtin Nomarski (CDI).
Preparacién con tinci6n safranina-verde répido.



LAMINA 5
ETAPA A%

~
&

Xn % e

e
b



CUADROS

62



OBSERVACIONES DE LA LINEA CLARA EN LA TESTA DE fpomocea purpurea

CUADRO No. 1
ETAPAS Iy il

TECNICA/Tinclén SIN TENIR AZUL DE SAFRANINA
Microscopfa TOLUIDINA VERDE RAPIDO
CAMPO CLARO N N N
CONTRASTE DE N N N
FASES
POLARIZACION N N N
NOMARSKI N N N

LA LINEA CLARA PUEDE OBSERVARSE (S) O NO OBSERVARSE (N). SI SE OBSERVA, LA

IMAGEN PUEDE SER NITIDA (+++) MENQS NITIDA (++) O DIFUSA (+)

CUADRO No. 2
ETAPA 1!

TECNICA/Tincién SIN TENIR AZUL DE SAFRANINA
Microscopla TOLUIDINA VERDE RAPIDO
CAMPO CLARO N S (+++) S (+4)
CONTRASTE DE S(+) S (+++ S (++)
FASES
POLARIZACION S{+) S(+4) S{+)
NOMARSKI S {++4) S (+44) S 4)

LA LINEA CLARA PUEDE OBSERVARSE (S) O NO OBSERVARSE (N). S| S€ OBSERVA, LA

IMAGEN PUEDE SER NITIDA (++4+) MENOS NITIDA (++) O DIFUSA (+)

63



CUADRO No. 3

ETAPA IV
TECNICA/Tincién SIN TENIR AZUL DE SAFRANINA
Microscopla TOLUIDINA VERDE RAPIDO
CAMPQ CLARO S+ S (++4) S(+)
CONTRASTE DE S (++) S (++4) S (++)
FASES
POLARIZACION S (++) S(++) S (++4)
NOMARSKI S (++4) S(++4) S{++4)

LA LINEA CLARA PUEDE OBSERVARSE (S) O NO OBSERVARSE (N). SI SE OBSERVA, LA
IMAGEN PUEDE SER NITIDA (++4) MENOS NITIDA (+4) O DIFUSA (+)

CUADRO No. 4
ETAPAV

TECNICA/Tincién SIN TENIR AZUL DE SAFRANINA
Microscopfa TOLUIDINA VERDE RAPIDO
CAMPO CLARO S S+ S+
CONTRASTE DE S+ S+ S(+)
FASES
POLARIZACION S+) S+ S+
NOMARSKI S(++4) S (+++) S (+++)

LA LINEA CLARA PUEDE OBSERVARSE (S) O NO OBSERVARSE (N), S| SE OBSERVA, LA
IMAGEN PUEDE SER NITIDA (+++) MENOS NITIDA (++) O DIFUSA (+)
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7. DISCUSION

La presencia de la linea clara ha sido descrita en una gran variedad de semillas.
Ceneralmente su presencia se ha asociado con semillas cuya cubierta seminal es impermeable
al agua (Hamly, 1935; Watson, 1948; Datta y Blswas, 1970; McKee, 1977; Rolston, 1978;
Bevilaqua, 1984; Harris, 1987; Serrato-Valenti, 1979).

La mayorfa de los autores atribuyen a Hamly (1935) la descripcién de la Iinea clara en
semillas de Melilotus alba, sin embargo, hay que hacer notar que Watson (1948) sefala: "en
algunas semillas de leguminosas Pammel (1899) Identifica una linea clara, llegando a reportar
semillas con 2 6 3 Iineas claras....". Pammel concluye que la Iinea clara se presenta como una
estructura del cuerpo reproductive cuyas funciones no han sido determinadas, y sefiala que la
Ifnea clara es el resultado de las propiedades quimicas y épticas de las paredes de las células
Malpighianas.

Todas las semillas pertenecientes a la familla Convolvulaceae que presentan [fnea clara
{a tienen en la misma posicién (Mirquez-Guzmén, 1986),

Murcio (1983) y Murgufa (1986) reportan la presencia de la doble Iinea clara en
Ipomoea triloba, y en las ipomeas arbéreas, respectivamente,

Las observaciones de la testa de /pomoea purpurea realizadas en este trabajo
demuestran que a Ifnea clara estd siempre presente en semillas maduras, ocurre en un lugar
definldo y se encuentra en el tercio més externo del primer estrato de esclereidas, adyacente a
la subepidermis, estos resultados coinciden con los encontrados en los trabajos de Ponce-

Salazar, et al. (1990),

65



1.6pez-Curta (1990) y Pance-Salazar, et al, (1990) sefialan que durante las primeras
etapas de! desarrallo de las semillas de Jpomoea x leucantha e Ipomoea purpurea !a linea clara
no se observa, es en la etapa madura hidratada, en la que se visualizan camblos que
carresponden al engrosamlento de las paredes de fas esclereldas y la degeneracién del
protoplasto. Asl mismo, es en esta etapa donde se visualiza la Iinea clara,

Los resultados del presente trabajo cancuerdan can los de Ponce-Salazar, et al. (1990),
ya que se pudo detectar fa lliea clara hasta fa etapa de semilla madura hidratada, tanto en
cortes tefiidos como sin tefiir; en consecuencia, con las técnicas y métodos utilizados en el
presente trabajo sl se detecta la Ifnea clara, pero los resultados no fueron resolutivos desde el
punto de vista ontogenético,

Rolston (1978) menclona que varlas tinciones han sido usadas para determinar la
naturaleza qufmica de los componentes de las macrosclereidas, resultando positivas para
pectinas (Coe y Martin, 1920; Raleig, 1930) lignina (Revees and Valle, 1932; Winter, 1860;
McKee, et al, 1977) y suberina (Hamly, 1932; Altken, 1939; Scott, et al., 1962), han sido
reportadas en varias especies.

McKee (1977) en semitla de Coronilla varia, utiliza latincién de safranina-verde répido,
encontrando que la cutfcula se tifle de color café-rojizo muy obscuro con porclones
ruborizadas. Este color Indica la presencia de depésitos de lignina y taninas. Después de tefiir
con verde répldo, la cutfcula fu casi obscura y las macrosclereidas verdes, excepta la Ifnea
clara, La cual fue claramente visible como una reducida linea sin teflirse en el primer estrato

de células de macrosclereidas.

66



Ponce, et al. (1990) realizé pruebas histoquimicas en todas las etapas para la deteccién
de almidén (lugol), polisacridos insolubles (Ac. Peryddico-reactivo de Shiff, APS), celulosa,
hemicelulosa, suberina y/o cutina (cloro-lodo-zinc), Ifpidos (rojo O de acelte), protefinas (azul
merclrico de bromofenol), lignina (floroglucinol-ac. clorhfdrico), taninos (cloruro férrico y
permanganato de potaslo).

Lépez-Curto (1990) realizé las siguientes pruebas histoqufmicas para la deteccién de
almidén (lugol), polisacéridos insolubles (APS), Iipidos (rojo O de aceite) y protefnas (azul
mercurico de bromofenol),

La estructura e histoquimica de la cubierta seminal de /. purpurea presenta tres sitios
que pueden estar relacionados con la impermeabilidad del agua: 1) la subepldermis de
gruesas paredes que dan reacci6n positiva a lfpidos, cutina y Suberina; 2) el esclerénqulma en
empalizada de gruesas paredes, por su reaccién positiva a polisacéridos Insolubles y a taninos,
ademés por la presencia de la Iinea clara y 3) la cutfcula lipfdica que separa la testa del
endospermo (Ponce, et al. 1990).

Rangaswamy, et al, (1985) mencionan que ni la prueba para pentosas, ni las otras
pruebas histoqufmicas, diferencfan a la linea clara como a una estructura distinta.

Mientras que Serrato-Valentl, et al. (1994); menciona que en semillas de Leucaena
leucocephala, la linea clara encontrada es rica en calosa y lo observé con una fuerte
Induccién fluorecente por azul de anilina,

Hamly (1935); Miller (1967); Chowhury y Buth (1970) y Harris (1983) interpretan a la

linea clara como un fenémeno éptico en la interfase de 2 substancias con diferente fndice de

refraccion,

67



Respecto a la estructura de la linea clara, hay que hacér notar que pocos fueron los
trabajos encontrados. Scott (1961) hace un estudio completo de la semilla de Cercidium
floridium y en esle trabajo se analiza la ultraestructura de Ja [fnea clara. £ menciona que con
microscopfa electrénica se pudo observar que el arreglo microfibrilar es paralelo a lo que
ocupé el protoplasto, pero a nivel de la linea clara el arreglo microfibrilar presenta un
acomodo reticular entrelazéndose y formando una estructura en forma de malla,

Ponce-Salazar (1993) propone que en Ipomoea purpurea la linea clara resulta de las
diferencias en el patrén microfibrilar de la pared celular del estrato de esclereldas subyacentes
a la subepldermis y de la composicién diferenclal de esas mismas células,

Los resultados del presente trabajo Indican que en la zona en la que se encuentra la
linea clara, existe un mayor engrosamiento de la pared de las esclereidas y mediante la
microscopia de polarizaclén se observa una brillantez diferencial entre los estratos de
esclereldas, y a lo largo del estrato subyacente a la subepidermis. Este efecto de brillantez, es el
resultado éptico de varlos factores, por un lado, de la acumulacién de materiales épticamente
activos, y por otro de la aparicién de la linea de Becke al colncidir cercanamente los estratos
con diversos Indices de refraccién dentro de la linea clara,

Los engrosamientos de estas paredes son fcilmente observados con las técnicas de
microscopfa de Interferencla, en particular con contraste de fases y CDI, debido
fundamentalmente a que estos slstemas dpticos brindan imégenes contrastadas de objetos con
{ndice de refraccién muy cercanos entre sl {Bennett, 1961; Arredondo y Martinez, 1978), Es
importante hacer notar que en trabajos derivados del presente estudio, se encontré que

comblnaciones de técnicas de microscopfa, tales como contraste de fases més polarizacién
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ortoscdpica con rotador son combinaciones que se presentan con un rico polenclal para las
disiplinas morfolégicas, en particular para el estudio de materlales con altos Indices de
refracci6n y dispuestos en estructuras contiguas en acumulaciones diferenclales como ocurre
con la lfnea clara de Ipomoea purpurea (Gamboa, et al, 1994),

Scott (1961) reflere ef trabajo de Netolitzky, quien en 1926 encuentra que fa zona de la
lnea clara es una zona de refracién al nivel donde el protoplasto contrafdo forma un canal al
que ellos lfaman "cuello de botella". Scott (1961), aplicando microscopfa electrénica descubre
los cambios ultraestructurales anteriormente sefialados. En el presente trabajo se hicleron
evidentes estos ensanchamientos gracias a la observacién con microscopfa de polarizacién,
contraste de fases y CDI. Y fueron observadas con mayor facllidad al utilizar material
disgregado con el método de Jeffrey (D’Ambrogio, 1986). Es probable que la muestras de
Netolitzky (1926) hayan sido f4cilmente observadas con microscopfa de campo claro porque
fas caracterfsticas morfolégicas de las semillas por €l trabajadas asf lo permitieron. Sin
embargo, en este estudlo, fue evidente que en la cubierta de /. purpurea fue necesarlo tefilr y
sobre todo observar con técnicas de microscopfa menos comunes que el campo claro. Asf
mismo, es conveniente sefialar que en pruebas preliminares de disgregacién sf coinclden los
resultados con fos de Netolitzki {1926),

Los aspectos sobre el desarrollo de la lfnea clara, han sido poco estudiados, ya que en
fa literatura consultada se han encontrado solamente 2 trabajos que abardan este tema, Hamly
(1935) diserta sobre la estructura en Mellilotus alba y Serrato Valenti, et al. (1978) quienes
abordan la estructura de Cercis siliquastrum, Sin embargo, en ambos trabajos no se

contemplan los aspectos del desarrollo de la linea clara; en nuestro pafs, tampoco se ha
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abordado esta temdtica, pero Lépez-Curto (1990) y Ponce, et al. (1990) analizan fa estructura
de la semilla de ipomoea purpurea e lpomoea x Leucanta. En el presente trabajo se dividié por
etapas el proceso de maduracién de I purpurea en 5 etapas y de acuerdo a los resultados se
encuenira que la linea clara se manifiesta en la elapa HI. Ponce, ef al. (1990) sefiala la
aparicién de la linea clara en la elapa V y VI, éslo, desde luego, marca una diferencia entre los
resultados de este trabajo y la discusién de Ponce (op cifl. Es probable que estas diferencias en
cuanto a etapas, se deban principalmente a que en el trabajo de Ponce se busca el desarrallo
de la testa, desde antesis hasta semllla madura deshidratada como uno de los objetivos
princlpales de dicho trabajo. En tanto que, uno de los objetivos del presente trabajo fue
analizar s6lo la linea clara, y dadas las diferentes metodologfas empleadas, es claro que Ponce
haya determinado 7 etapas y que en este trabajo sélo se deterrinaron 5 etapas.

La combinacién de técnicas de microscopla foténica con tratamientos de tincién (Azul
de toluldina y Safranina-Verde Répido) es un aporte del presente trabajo ya que hasta ahora en
la llteratura consultada no se encontraron trabajos semejantes, aunque Harrls (1985) ya hace
observaciones con esta técnica (Safranina-Verde Répido), aunque no destaca las ventajas o
desventajas de aplicar esta técnica en los estudios morfolégicos. No se encontraron
antecedentes de la aplicacién de las técnicas de contraste de fases nl de polarizacién
ortoscépica. Desde luego la microscopfa de campo claro ha sldo la més utillzada para los
estudlos morfoléglcos de estructura y desarrollo de testa de semilla.

Al aplicar la técnica de campo claro para la observacién de las preparaciones de la
testa de Jpomoea puipurea sin tefiir, los resullados esperados se manifestaron en imégenes

muy pobres en conlraste y consecuentemente, la informacién de la estructura fue muy
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deficiente, por lo que resulta evidente, que la microscopfa de campo claro no es del todo
recomendable para observar tejidos sin tefiir y con diferencias minimas de indice de refraccién
entre el medio que les rodea y el resto de sus estructuras. En el presente trabajo la linea clara
fue detectada en preparaciones tefiidas y observadas bajo el microscopio de campo claro, es
importante menclonar que en la literatura consultada es la forma de observacidn més utllizada
(Hamly, 1935; McKee, 1977; Rolston, 1978; Rangaswamy y Nandakumar, 1985; Harris,
1987; Ponce-Salazar, et al. 1990; Lopez-Curto, et al. 1990; Bevilaqua, et al. 1985),

De la aplicacién del método de contraste de fases, se obtuvo una imagen rica en
contrastes de intensidad luminosa, siendo ésta el resultado de la traduccién de los cambios de
densidad éptica, donde destacan estructuras poco o nulamente vislbles bajo otros sistemas
dpticos y de Hluminacién; asf, bajo este método la linea clara de la testa de [pomoea purpurea
se ve negra, debido a que en esta parte la mayor densidad y probablemente el aumento en
grosor de esta estructura Induce un defasamlento aproximado de 180° de longltud de onda
provocando que se vea obscura, pudlendo observarse bajo cualquier técnlca de tincién,

Casartelll (1967) menciona que en general, las placas de fase estén disefiadas para
producir una fase positiva, es decir, para que las partes més gruesas y de mayor refracclén del
objeto aparezcan obscuras,

£n todas las imégenes obtenidas por medio de este procedimiento, se produce un halo
de difraccién alrededor de los objetos, el cual impide determinar y desenmascarar el limite de
las estructuras. Dlcho halo es el producto para que en este Instrumento, no se logre una

completa separaci6n entre los rayos directos y difractados, En sf este halo, es mas pronunciado
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al ser més brusca la transicién entre las densidades dpticas del medio al objeto (Arredondo y
Martinez, 1978),

Al aplicar el procedimiento de polarizacién al estudio de la testa de Ijpomoea purpurea,
se obluvo una imagen de fondo oscuro donde solamente destacan los grénulos de almidén,
por lo que se hizo necesarlo aplicar el rotador de 1 A, que de acuerdo a sus caracterfsticas
fisheas impone un retardo de 550 nm (Patzelt, 1974), lo que proporciona un color rojo de
interferencia de primer orden en el fondo del campo visual, los pequefios retardos se traducen
en colores de diferente magnitud. Asl la técnica de polarizacién s6lo nos permitié la
iocalizaclén de estructuras anisotréplcas,

Con el procedimiento de CDI segtin Nomarski, se obluvieron imégenes ricas en
contraste de color, y con informacién a manera de relieve. Dada por una claridad asimétrica
en los limites de las estructuras. Por lo que podemos decir que se observan depresiones y
relieves.

En el microscopio de CDI segin Nomarskl, la imagen se contrasta en relacién directa
con la diferencia de marcha éptica introdudda por las estructuras, mientras que en el
contraste de fases se incrementa un halo de difracci6n.

La linea clara, dependiendo de la técnica de microscopfa con la que se observa, se
puede Interpretar de diferentes formas: con microscopla foténica, se puede decir que es un
fenémeno éptico producido por la yuxtaposicién de dos materlales con diferente indice de
refraccién produciendo una Iinea de Becke (Hamly, 1935), mientras que con microscopla
electrénica de transmlsi6n a nivel de Ifnea clara se observa un cambio reticular en el arreglo

microfibrilar de las paredes del esclerénquima (Scoot, 1961). A través del microscopio
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electrénico de barrido se interpreta como el producto de una modificacién estructural
producida por el paulatino adelgazamlento del lumen de fas células de Malpighi de fas
legminosas que forman {lneas de Becke por el diferente fndice de refraccién entre la pared y el
fumen celular (Serrato-Valenti, et al. 1979). A pesar de la informaclén hasta ahora obtenida
podemos decir que el problema de la naturaleza de la Iinea clara se ha mantenide por mucho
tiempo, sln una respuesta definitiva, dado que fos diversos investigadores han tratado de
abordarlo sustentdndose solamente en alguna técnica. Actualmente, parece ser, que reuniendo
toda la informaclén es posible proponer una interpretacién que contemple diversos enfoques:

quimicos, flslcos y estructurales,
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8. CONCLUSIONES

1.~ Durante el desarrollo de Jpomoea purpurea la linea clara se detecté por primera vez en

semilla madura hidratada (etapa {Hf),

2.~ La tinclén més favorable fue la de azul de toluldina, con micrascopla de campo claro,

contraste de fases y contraste diferencial de interferenclas en las etapas ill, IVy V

3.~ En cortes no tefiidos, sélo con contraste diferencial de interferencia segun Nomarski se

pudo detectar la Ifnea clara,
4.- Con polarizaclén y contraste diferenclal de interferencla segiin Nomarski, se detect6 que la

Ifnea clara corresponde a un engrosamlento de la pared del primer estrato de esclereidas y

corresponde a un depdsito mayor de los materiales que la forman,
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