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ESTUDIO CITOLOGICO DE LA EPIDERMIS
DEI. BULBO DE UNA VARIEDAD HEXAPLOIDE DE
SCI.1.A MARITIMA 1.

por

M. LOSADA v G. GIMENEZ

LLas investigaciones realizadas por Perner (1952 a, b, 1953),
Drawert (1952, 1953), Sorokin (1955), Perner y Losada (1956),
cteétera, permiten distinguir tres categorias de organulos cito-
plismicos en las células de las plantas superiores: a) Microsp-
mas o, siguiendo a Dangeard (1919), [isferosomas; b) Codrioso-
mas, y ¢) Plastidios.

Perner afirma que los esferosomas son estructuras citoplasmi-
cas permanentes y reales y no gotas de reserva temporal de grasa
1 otro lipoides como sostienen otros autores (granulaciones lipi-
dicas de Guilliermond, 1938).

ILos trabajos realizados durante los ltimos afios han demos-
trado que existen, ya incluso en los meristemos, diferencias fun-
damentales entre plastidios y condriosomas.

Segtin Schimper (1885) los plastidios de las plantas superiores
se originan de los proplastidios o plastidios embrionales de las
células meristematicas. Estos proplastidios se diferencian entonces
en los tejdos somaticos para dar lugar a cloroplastos, cromoplas-
tos v leucoplastos, que se distinguen entre si no sélo por su con-
tenido en pigmentos, sino por su morfologia y fisiologia.

[.as investigaciones llevadas a cabo por Strugger (1950, 1951,
1953, 1954) en las c¢élulas meristematicas de hojas y conos vegeta-
tivos de Chloropliytum comosum, Agapanthus wmbellatus, etc., han



886 ANALES DiE EDAFOLOGIA Y PISIOLOGIA VEGETAL

demostrado que los proplastidios constan siempre de un estroma
ameboide en el que se encuentra incluido un primer granum dis-
coidal (coloreable por colorantes basicos y lipofilos), en tanto que
los condriosomas se presentan siempre homogéneos. Strugger sos-
tiene que los «grana» de los cloroplastos proceden del primer gra-
num de los proplastidios, y considera al granum-plasma y al es-
tromaplasma como componentes plasmaticos permanentes de los
plastidios. L.a teoria de la continuidad de los plastidios de Schimper
queda, pues, plenamente confirmada por los trabajos de Strugger,
que rechazan en cambio la teoria del origen condriosomal de los
mismos, defendida, entre otros, por Guilliermond (1933) y Alva-
rado (1928 a, b)..

Los estudios efectuados por Heitz y Maly (19533) en Agapan-
thus uwmbellatus, Dracaena draco y D. deremensis, utilizando los
microscopios de campo claro y fluorescencia, llevan a estos auto-
res a la conclusion de ‘que sélo el estroma y la membrana existen
en cualquier estado de desarrollo de los plastidios, por lo que no
puede considerarse al primer granuwm como estructura con conti-
nuidad genética. Sin embargo, Strugger (1953, 1954) ha discutido
y rechazado esta conclusion, afirmando la existencia indudable del
primey gromum en los proplastidios. También I.eyon (1954) ha
encontrado, utilizando el microscopio electronico, un granulo cen-
tral en los proplastidios de Aspidistra. _

Si, de acuerdo con Strugger, los proplastidios constan de es-
troma y granum, es dec esperar que estos elementos cstructurales
persistan en los leucoplastos, si durante la diferenciacion soméa-
tica se conserva el granum. Heitz y Maly (1953) parccen en prin-
cipio rechazar esta idea, pues afirman que en los leucoplastos de
cpidermis de Agapanthus no pudieron encontrar ningfmn primer
granum selectivamente coloreable con rodamina B. Por el con-
trario, Perner (1954) demuestra la presencia constante de un gra-
num en los leucoplastos de las células epidérmicas del bulbo de
Alliwim cepa y de los pelos estaminales de Tradescantia virginica.
Drawert (1954), utilizando el mismo objeto de estudio, y coloraciéon
vital con azul celestina, encuentra junto a leucoplastos con «gra-
nulosy fuertemente colorcados otros sin ninguna clase de inclu-
siones, por lo que considera esos granulos como producto de
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[ormacion reversible, ¥ no como primarios grana en el sentido de
Strugger. Bartels (1955) ha observado en las raices de Vicia faba,
Iris germdnica y Begonia undulaia, leucoplastos poligranulares
y ha podido seguir su desarrollo a partir de Jos proplastidios uni-
granulares de los meristemos apicales de la raiz. Strugger y Lo-
sada (1956) han investigado los plastidios en las zonas albas dc
hojas mediovaricgadas de Chlorophylwm comosun, y demostrado
(que en las zonas medias se presentan como organulos ameboides,
a menudo vacuolizados, que contienen en su estroma un granuin
discoidal donde se localiza la clorofila; hacia la base de las hojas
los plastidios estin algo mas desarrollados, y son poligranulares,
aunque nunca alcanzan el alto grado de diferenciacion de los cloro-
plastos normales. Perner y Losada (1936) encontraron que los leu-
coplastos ameboides de los pelos radicales de 1rianea bogotensis
contienen un granum, o mis raramente dos, en posiciéon paralela.
Kaja (1956), estudiando Jas células epidérmicas de las hojas de
Chlorophytum comoswm, observd que los leucoplastos contenian
siempre al menos un granum, y ademas siguio su desarrollo a
partir de los proplastidios unigranulares de las células iniciales del
dermatogeno. A

[n este trabajo, realizado en células epidérmicas de bulbos de
Seilla mnaritima L., utiizando material vivo, y paralelamente ma-
terial fijado y tefido, se us6 para la investigacidén en campo claro
¢] microscopio binocular de Leitz (Apo. Oel A 1,32 90:1), y para
la investigacién en contraste de fases el de ‘Zeiss-Winkel (Ph. 2,
A 0,65 40:1; y Ph. 3, A 1,30, 100:1).

Los bulbos se recogieron a fines de diciembre en las cercanias
de Sevilla, y se tomaron sus hojas medias para obtener con una
navaja de afeitar cortes tangenciales de las epidermis superiores.
Dichos cortes, colocados en agua corriente, se infiltraron entonces
con la trompa de vacio para ecliminar el aire de los intercelulares
(véase Strugger, 1949). En los bulbos de Scille las epidermis son
tan finas y estdn tan adheridas a las células del mesoéfilo, que es
muy dificil obtenerlas sin lesionarlas por levantamiento, usando
la técnica que con tan buenos resultados se sigue para las de
Allium cepa (Strugger, 1949).° »

Til estudio cariolégico de la Scille maritima investigada se
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llevo a cabo en los meristemos radicales, siguiendo la téenica de
J. H. Tjio (1950). La microfoto 1 corresponde a una metafas:
2n = 60). Se trata pues de una variedad hexaploide, ya que el
niimero basico es & = 10, -

[ESTUDIO EN CELULAS VIVAS

Colocados los cortes con las epidermis hacia arriba, sc pro-
cedié a un minucioso examen microscopico de las células epidér-
micas, utilizando para ello los microscopios de campo claro y
contraste de fases.

Ll nticleo siempre inmévil y de forma lenticular aparece en po-
sicion de frente o de perfil, ségin se sitte en las paredes periclina
o anticlina. Aloja en su fino reticulo varios nucleolos, y sélo en
rarisimos casos muestra las hendiduras tan frecuentes en los nfi-
cleos de cebolla.

En la capa superior de citoplasma se distinguen facilmente los
csferosomas, que se diferencian muy bien de condriosomas y leu-
coplastos por su tamafio, elevado contraste y movilidad. Apare-
cen como pequefias esferas de tamafio relativamente constante :
su didmetro medio puede, sin embargo, oscilar segin el mate-
rial utilizado, pues nosotros hemos examinado bulbos en cuyas
células era de 0,5 p, mientras que en otros se elevaba a 0,8 p.
Como consecuencia de su elevado indice de refraccion, se les
observa perfectamente en campo claro, destacando como negras
bolitas sobre la masa fundamental de citoplasma cuando se les
estudia con el microscopio de fases. El niimero de esferosomas
existentes en cada célula varia mucho de unos casos a otros, sien-
do a veces muy alto y otras muy reducido. Nosotros hemos en-
contrado células en las que los esferosomas faltaban totalmente,
lo que parece indicar que ni son esenciales para la vida, ni se les
puede considerar como corpfisculos citoplismicos permanentes de
las células vegetales, aunque se presenten en ellas en la inmensa
mayoria de los casos.

En el citoplasma aparecen ademés de los esferosomas, vy mucho
menos contrastados que ellos, condriosomas y leucoplastos,

4.
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Los condriosomas se mueven también con la corriente plasma
tica, pero mas lentamente que los eslerosomas. Son homogceneos
y no ameboides, con aspecto de varillas flexibles de longitud va-
riable y anchura hacia 0,5 p.

Lispecial interés merecen los leucoplastos caracterizados prin-
cipalmente por ser ameboides, cstar a menudo vacuolizados, y
presentar incluidos en su estroma un granuim mis o Menos ovoi-
deo (raras veces, dos). Son los mayores organulos citoplasmicos
y presentan formas mas o menos redondeadas o alargadas ; cuando
[iliformes son extraordinariaments largos (hasta 8 p). El granum
de 0,3-1 1 se presenta a veces, incluso en el microscopio de campo
claro, fuertemente contrastado, por lo que destaca nitidamente del
cstroma, mientras que otras es dificilmente visible o practicamen-
te invisible. Nosotros pensamos, puesto que hemos observado pre-
paraciones vivas en las que todos los leucoplastos de todas las
células contenfan un granum fuertemente visible, y otras en las
que dicho granum era poco o nada visible, que no son principal-
mente las diferentes condiciones técnicas (grosor de la capa plas-
matica o de las células epidérmicas, niimero de capas celulares ya-
centes bajo la epidermis, etc.), quienes motivan, como consecuencii
de una variacion del optimo de contraste, la mejor o peor vision
del granum, sino mas bien que son los cambios de las caracteris-
ticas fisicas o fisicoquimicas de éste, o de éste y el estroma simul-
taneamente, los que determinan que se distinga facil o dificilmente.

Aunque, como ya se dijo en la Introduccion, en las células de
las plantas superioreé estudiadas se citan tres clases de organulos
caracteristicos (Plastidios, Condriosomas y Esferosomas), nosotros
hemos de indicar que en las células epidérmicas de los bulbos de
Scilla maritima hexaploide examinados aparece un nuevo tipo de
organulo, no siempre visible sin dificultad, distinto por sus ca-
-acteristeas de tamafio, forma, contraste y movilidad de los demas
corptisculos citoplasmicos. Se trata de unos organulos esféricos
pequefiisimos (su diametro de 0,2-0,3 p. les sitta en el limite de
la visibilidad microscopica), que se mueven a extraordinaria velo-
cidad, con mas rapidez, incluso que los esferosomas. Su contraste
inferior al de los esferosomas permite, sin embargo, distinguirles
con claridad suficiente aun en el microscopio de campo claro,



:\‘f)" ANALES DE EDALOLOGIA Y FISIOLOGIA VEGETAL

donde aparccen con color gris de acero. A menudo sc ponen en
contacto con eslerosomas y entonces se hacen particularmente pa-
tentes las diferencias de contraste y tamafio que les separan de
clos. Podria, quiza, tratarse de pequeiiisimos condriosomas, pero
stimayor contraste y su gran movilidad nos hacen pensar que
pucdan ser nuevos corpiisculos (; submicrosomas ). [istudios com-
parativos realizados en células epidérmicas de hulbos de Allum
cepa nos han demostrado que en dichas células no existen estos
organulos, o al menos no son visibles.

LES1tUnLo BN CELULAS FIJADAS

La fijacion con vapores de dcido dsmico nos ha suministrado
excelentes resultados. Los cortes, después de fl](ld()S y lavados en
agua corriente, se tifieron con azul de toluidina y se lavaron de
nuevo.

La observacién microscopica de los cortes fijados y tefidos
nos ha conducido a las mismas conclusiones logradas por examen
del material vivo.

los esferosomas aparecen muy ennegrecidos por su acciom re-
ductora sobre el Os O,. En las fotos 2 y 3 se ve facilmente, junto
a uno de ellos (E), un corptisculo (X) de la caracteristicas anfe-
riormente citadas, tefiido débilmente de azul en el mismo tono
que los condriosomas (C). Las diferencias fisicoquimicas existen-
tes entre los esferosomas y los corpisculos a que nos venimos
refiriendo permiten considerarlos como organulos distintos. Si es-
tos corptisculos son ademis distintos de los condriosomas, no
puede asegurarse hasta tanto no se efectiien pruebaq diferencia
les que lo decidan.

Los leucoplastos (1) aparccen fielmente fijados y con el estroma
azulado, en el que destaca el granum intensamente tefiido en azul
oscuro (v€ase fotos). El colorante queda tan fuertemente fijado
por el granum como por los nucleolos, y permanece al pasar los
cortes por la serie de alcoholes y xilol a balsamo, proceso durante
el cual desaparecen los esferosomas. Iil cardcter lipidico del gra-

6
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num de los leucoplastos queda demostrado al colorear con Su-
dan TIT cortes fijados con Os O,. El granum aparcce entonces
tenido de rojo (color que toman también los esferosomas).

INCILUSIONES EN LAS CELULAS EPIDERMICAS

Creemos interesante sefialar la presencia de unas inclusiones
muy particulares en las células epidérmicas de algunas de las pre-
paraciones examinadas. Solo en algunos de los bulbos investigados
pudimos encontrarlas, mejor dicho, sélo en algunas de las pre-
paraciones obtenidas de ellos. T.as inclusiones aparecieron so6lo en
cortes que habian sido fijados con Os O,; en vivo no las hemos
observado. Esto no quiere decir que sea el acido 6smico el cau-
sante de su formacion (aunque bien pudieran ser él u otros los
agentes responsables de la separaciéon de estos productos de inclu-
sion al motivar la alteracion de un equilibrio fisicoquimico), pues
preparaciones obtenidas de las mismas hojas, después de fijadas
con acido dsmico, se comportaron de modo distinto, presentando
unas inclusiones y otras no. Tampoco el que las células vivas exa-
minadas no contuvieran inclusiones, excluye el que otras puedan
tenerlas. '

T.os cuerpos de inclusion toman coloracién intensa con el azul
de toluidina. IEl colorante queda fijado fuertemente y permanece
aun despues de pasar los cortes por la serie de alcoholes; la in-
tensidad de color es sélo comparable a la que presentan los nu-
cleolos y el granum de los leucoplastos. (I.as inclusiones se colo-
rean, igualmente, en rojo con floxina, y también, aunque mas
déhilmente, con orceina y fucsina).

Muy interesante son la forma y el aspecto de los cuerpos de
inclusion. T.as fotos obtenidas indican claramente cémo llegan a
formarse inclusiones de aspecto de cristales a partir de otras gra-
nulosas mas o menos compactas. La formacién de los cristales,
que aparecen en la proporcién de uno por célula, puede seguir-
se facilmente en células vecinas, pues a inclusiones granulosas
flojas suceden otras mas compactas y a éstas, finalmente, los
cristales, Iistos cristales, fijados y tefiidos (pues como dijimos, en
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vivo no fueron observados), no mostraron birrefrigencia al ser
examinados con el microscopio de polarizacion. T.as inclusiones
llenan a veces toda la célula y otras solo parte, situandose cerca
del nicleo o lejos de €l [En otros casos aparccen €1 fa cclulas,
dispersas o en rosario, esferas granulosas mas o menos grandes
y abundantes, que se van apifiando en células siguientes para
formar cuerpos mis compactos y de contornos rigidos, con aspec-
to entonces casi de cristales. Las células subepidérmicas situadas
inmediatamente debajo de epidermis con inclusiones, aparecen li-
hres de éstas (véanse fotos).

[.as inclusiones parecen originarse en la vacuola. En las cé-
lulas que las presentan, la configuracién del nficleo, asi como la
de los leucoplastos y demais organulos citoplasmicos, es comple-
tamente normal. Nosotros pensamos que estos cuerpos de inclu-
<ihn, que parecen ser idénticos a los «Zellinhaltkdrper» descritos
en la literatura alemana bajo la denominacién de «plastidendhnli-
chen Gebildeny (Kiister, 1951), no tienen que ver con los plasti-
dios. Aunque segiin nuestra opinién se trata de productos (pro-
teicos?) de separacién originados en las vacuolas, hemos reali-
sado. sin embargo, pruebas de virus (hasta ahora con resultados
negativos) infectando mecanicamente por medio de carborundo
hojas de Allium cepa con extractos obtenidos de escamas d2 bul
hos de Scilla que presentaban inclusiones.

InsTiTUTO DE TopAroLoGia v Tistorocia VEGETAL

RESUMEN

En las células vivas de la epidermis superior de hojas de bulbos de una
variedad hexaploide de Scille maritima T.. se observan, tanto con el microsco-
pio de campo claro como con el de contraste de fases, los orginulos citoplis-
micos caracteristicos de las células de plantas superiores, a saber: Plastidios
(Leucoplastos), Condriosomas y Tsferosomas {(cstos, sin embargo, excepcio-
nalmente, pueden faltar). En las citadas células aparecen ademés unos orgdnulos
(ue por sus caracteristicas de forma, tamafio (esferitas de 0,2-0,3 p), eontraste
y movilidad, bien pudieran ser nuevos corpiisculos, distintos de esferosomas y
cendriosomas.

Tos leucoplastos, ameboides y frecuentemente vacuolizados, presentan cn
vivo un granum (raras veces, dos), incluido en el estroma. TLa existencia de
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este granum, de caracter lipidico-proteico, queda asegurada por investigaciones
realizadas en material fijado y tebido.

In las células epidérmicas de algunas de las preparaciones, que se fijaron
con Os Q,, aparecen unas inclusiones muy tipicas. Iin las examinadas en vive
no han sido encontradas. Las fotos obtenidas indican claramente cémo llegan a
formarse inclusiones de aspecto de cristales, uno por célula, a partir de otras
granulosas mas o menos compactas, que ocupan toda la célula o sdlo parte de
clla, situandose cerca o lejos del nucleo. A veces, en los primeros estadios, se
chservan, dispersas en las células o en rosario, esferas granulosas mas o me-
nos grandes y abundantes, que se agrupan para formar cuerpos mas compactos
de contornos rigidos. Segfin nuestra opinion, las inclusiones son productos
(proteicos?) de scparacién, originados en la vacuola por la alteraciéon de un
equilibrio fisicoquimico. ‘

SUMMARY

In the living cells of the upper bulbs' leaves epidermis of a hexaploid va-
riety of Scille maritima L. the citoplasmic organs characteristic of higher plants
as: plastidia {leucoplasts), condriosomes and spherosomes (the latter though,
can be missing, exceptionally) can be observed by means of the light {field as
well as the phase tontrast microscopes. In these cells we have also observed
some granules which by their characteristics of shape, size (small spheres- of
0.2:0.8 ) contrast and mobility, could very well he corpuscles net yet described
different from spherosomes and condriosomes.

The leucoplasts, amocboid and frequently vacuolized, have, in the living
state, a granum {rarcly two) included in the stroma. The existence of this
granum, of a lipidic proteic nature, has been duly confirmed by investigations
carried out on material fixed and dyed.

In the epidermic cells of some of the preparations, which were fixed with
Os O, very typical inclusions appear. They were not found in the living state.
The photographs taken, show -clearly how erystal-like inclusions are formed,
one in every cellule from more or less compact granulations, which fill the

whole cell or only part of it, being situated near or far from the nucleus. So-

metimes, can be observed, in the first phases, some granular spheres, of dif-
ferent sizes disperse in the cells, or in groups which become more compact
bodies with rigid outlines. In our opinion, the inclusions are proteic products
of separation, formed in the vacuole by the alteration of a physicochemical equi-
librium. )
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LAMINA |1

Microfotos en campo claro con objetivo de inmersion.

Foto 1.—Mectafase en una célula meristematica de la raiz de Scilla martimae hexa-
ploide mostrando los (it cromosomas. Totos 2 y 3.—Capas citoplasmicas de
células epidérmicas de Scilla, fijadas con Os O, y tefiidas con azul de toluidina,
con esferosomas (12), condriosomas (C), leucoplastos monogranulares L)y Jos
corpisculos, seflalados con X, descritos en el texto. Fotos 4, 5y 6.—Células
epidérmicas en las que son visibles los leucoplastos (1) ameboides y a menudo
vacuolizados, incluyendo cada uno su correspondiente  granum (fijaciéon con
Os O, y tincién con azu! de toluidina). Fotos 7, 8y 9.—Leucoplastos de las
células epidérmicas con las caracteristicas anteriormente citadas. Il granum de
forma mas o menos redondeada o alargada se distingue perfectamente en cada
ano de ellos. (Fijacién y coloracion como en las anteriores.)
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LAMINA 1

Vicrolotos en campo cliro con objetivo de inmerssion s fijacion con dcido

Osmico v tincion con azul de toluidina.

Fotos W, 11 y 12 ~Células epidémmicas de Seilla, mostrando cadic una de ellas
wna inclusion de aspecto de eristal fuertemente tenida por el azul de toluidina.
Fotos 13, 14 y 15.—Células con inclusones granulosas compactas en orado
creciente (estadio anterior a la formacion de eristales). Fotos 16,17y 18.—Cé
Intas epidérmicas veeinas senalande clariente el proceso de formacion de los

cristales.
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LAMINA 1

Microlotos en campo claro.

Folos 1, 20 y 210 Células epidérmicas de Seille con mclusiones correspondien
tes a los estadios granulosos flojos, compietos y de eristales (fijacion con acido
Osniico y coloracion con azal de toluidina; objetivo 240 ). ffoto 22— Céludas
epidérmicis contenendo inclusiones de aspecto de eristal (fijacion v coloracion
como lus anteriores; ohjetivo 10:1). Poto 20, Células subepidérmicas libres de
sclusiones situadas bajo epidermis que s contene, ln ol centro una eéhula
Henat de rafidios de oxalato ¢idcico ([ijacion con Acido osmico v tingion con azul
de toluidina ; ebjetivo 24:1). Ffoto 24, Células epidérmicas, [ijadas con O Q)
y teiidas con orceina, mostrando los cuerpos de inclusion en el estadio de s
feritas granulosas Mas o menos dispersas o en rosario (ohjetivo 241 1), [foto 29,

istadio igual gue ol anterior (ohjetivo 4 1), Fotos 26y 97 Células epidérmi
cas en las que las esferitas eranulosas seovan apifiando para formar cuerpos mas
compactos, que finalmente adquieren contornos vigidos v aspecto de eristales

(fijucion con Os O v coloracion con orceini ;s objetivo 2400,








