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Glosario.

a*. Es un pardmetro que representa el cambio de tonalidades verdes a rojizas en el
sistema CIELAB. Entre mayor sea el valor de a*, mayor es la abundancia de color

rojo de la muestra medida.

b*. Es un parametro que representa el cambio de tonalidades azules a amarillas en
el sistema CIELAB. Entre mayor sea el valor de b*, mayor la abundancia de amarillo

de la muestra medida.

L*. Es un parametro que representa el cambio de luminosidad en el sistema
CIELAB. Entre mayor sea el valor de L*, mayor es la luminosidad de la muestra

medida.

Distribucion agregada. Se refiere a cuando los elementos se encuentran
agrupados en distintos sectores, y la presencia de un elemento aumenta la

probabilidad de encontrar otro.

Distribucion aleatoria. Se refiere a cuando los elementos estan espaciados de
forma irregular, y la presencia de un elemento no afecta la ubicacion espacial de

otros.

Distribucion homogénea. Se refiere cuando los elementos estan espaciados de
forma uniforme en un area determinada, y la presencia de un elemento disminuye

la probabilidad de encontrar otro elemento cercano.

Zona tisular cumbre. Se refiere a la cresta superior de una costilla del cladodio de

H. costaricensis, que es la zona mas alejada al haz vascular central.

Zonatisular corteza. Se refiere a la corteza de una de las costillas del cladodio de

H. costaricensis.

Zonatisular médula. Se refiere a la médula de una de las costillas del cladodio de

H. costaricensis.
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Resumen.

La histocitotecnologia vegetal permite realizar la descripcion microscopica tisular y
citolégica de los componentes de una célula, estructura, 6rgano, u organismo
vegetal, ya sea para fines anatomicos, funcionales, o moleculares Las técnicas
funcionales de la histoquimica marcan un compuesto de forma mas o menos
especifica. La técnica de Von Késsa marca sales de calcio, por relaciones
argentafines, que permitiria marcar, por ejemplo, el carbonato de calcio de los
cistolitos, o el oxalato de calcio (CaOx) de los idioblastos. La pitahaya comprende
un grupo de cactus originario de México, Centroamérica y Surameérica, que produce
frutos en forma de bayas de color amarillo o purpura de interés econdémico.
Hylocereus es el género de pitahaya que se comercializa predominantemente en
Costa Rica. Este género presenta habitos epifitos en arboles vivos, rocas y muros
de forma natural, y en plantaciones agricolas para la produccion de sus frutos. El
objetivo de esta investigacidon es describir la cantidad y distribucion de cristales de
CaOx en el tallo de Hylocereus costaricensis como marcador de estrés abidtico de
acuerdo con el grado de exposicion solar durante febrero del 2018 a abril del 2018
en la finca El Salto de Liberia, Guanacaste, Costa Rica. Se encontro que la técnica
de Von Kossa modificada permitio el marcaje especifico de cristales de CaOx y que,
junto con el programa ImageJ, permitié la cuantificaciébn por microfotografia de los
cristales de CaOx. Ademas, se observo que el tejido en condiciones de sombra es
el que tuvo una mayor cantidad de cristales de CaOx. Dentro de las zonas tisulares,
la zona de la cumbre, que es la cresta superior de una costilla del cladodio de la
pitahaya, fue la que tuvo la mayor cantidad de cristales de CaOx seguido de la
corteza y de la médula. Esto coincidié con una mayor concentracion de clorofilas y
carotenoides en la zona de la cumbre, seguido de la corteza y de la médula. Esto
sugiere que el CaOx puede tener la funcion de almacenamiento de carbono,
ademds de otras funciones, como la proteccion contra herbivoria. Los cristales en
el tejido se encontraron en una distribucién agrupada, y presentaron diferentes
morfologias: aciculares o rafidios, prismaticos rectangulares, romboides, cuadrados
y tetragonales, que estaban formados por CaOx monohidrato, y drusas compactas,

drusas compuestas por cristales prisméaticos tetragonales, drusas tipo laberinto y
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drusas amorfas que estaban compuestas por CaOx dihidrato. Esto sugiere que la
morfologia de los cristales de CaOx se determina de forma multifactorial, por
regulacion de la concentracion de los precursores del CaOx, por proteinas
relacionadas a los cristales de CaOx y por la morfologia de la camara de los cristales

de los idioblastos.
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l. CAPITULO |

1. Planteamiento del problema de investigacion

Técnicas de histoquimica funcional, como la de Von Kdssa modificada (1), permiten
marcar los cristales de oxalato de calcio (CaOx), los cuales se encuentran
ampliamente distribuidos entre los organismos fotosintéticos (2-5). Su presencia ha
sido previamente reportada en varios géneros de cactus, incluyendo a Hylocereus

costaricensis (6).

Sin embargo, en estos estudios histologicos se obtuvo resultados cualitativos, de
presencia 0 ausencia de los cristales de CaOx, asi como su ubicacion espacial.
Datos cuantitativos, que demuestren estadisticamente la distribucién de los
cristales, y la cantidad de éstos en las diferentes capas del tejido, a nivel
microscopico, aun se desconocen casi por completo en la mayoria de las especies
vegetales. Los estudios realizados a nivel microscopico en algunas Solanaceae,
como tomate, tabaco, papa, o en Pyrus malus L., Glycine max L. Mer, Dioscorea
polystachya, no realizan una cuantificacion de los cristales segun su localizacion
microscopica para determinar su patrén de distribucion espacial, sino que solo se
usan para ver los tipos de cristales presentes en una o mas etapas de desarrollo, y

su ubicacion relativa (2,7,8).

Los factores abidticos, como la temperatura, la humedad ambiental, y la exposicion
luminica, pueden afectar la fisiologia y el metabolismo de las plantas, entre ellos la
sintesis del CaOx como respuesta ante el estrés (9—12). Sin embargo, los efectos
de estos factores se desconocen en gran medida a nivel microscopico en tejidos

vegetales.

Aunque se han desarrollado estudios en los que se explica la sintesis del CaOx,
todavia se desconoce gran parte del detalle de las enzimas que intervienen en su
sintesis y degradacién, y de los factores bidticos y abidticos que afectan dichos
procesos (5,6,12—-19). Establecer algunos de los factores bidticos o abiéticos que
intervienen en la sintesis y degradaciéon del CaOx, permitiria establecer el momento
mas adecuado para realizar el muestreo de una plantacion, para futuras

investigaciones sobre el metabolismo del CaOx.



Existen analisis estadisticos de muestreos cuantitativos, como el andlisis del vecino
mas cercano, que se basan en la medicion de la distancia que separa a los objetos
de interés para determinar si se distribuyen espacialmente con un patrén aleatorio,
uniforme o agrupado, por medio de un coeficiente de dispersion que permita la
comparacion estadistica de diferentes grupos, que han sido ampliamente
empleados para realizar investigaciones sobre la distribucion de especies a
diferentes niveles espaciales (20-24), pero cuyo principio matematico se puede
utilizar para estudiar el patron de distribucién de una molécula marcada a nivel
microscopico con alguna técnica histoquimica, y obtener el coeficiente de
distribucion de cada muestra para realizar analisis estadisticos comparando
diferentes grupos, para determinar si hay variaciones estadisticamente significativas

entre éstos.

Ante este contexto, y considerando uno de los factores ambientales mas relevantes
gue podria estar involucrado con la acumulaciéon de cristales de CaOx, surge la
pregunta: ¢ Existe diferencia en la sintesis de cristales de CaOx en los tallos de H.
costaricensis que se mantienen con radiacion solar directa diaria, con respecto a

tallos que crecen bajo sombra?

Esta pregunta, y los vacios del conocimiento antes mencionados, se pueden
solventar al caracterizar los patrones de distribucion y cantidad de cristales de CaOx
con la técnica histoquimica de Von Koéssa (25) modificada por Yasue (1), y
cuantificando su distribucion espacial con el analisis del vecino mas cercano (20—
24).

Al caracterizar los efectos de estos factores abidticos sobre la sintesis de CaOx en
los tallos de pitahaya, se podrian describir por primera vez la distribucion y cantidad
de cristales de CaOx a nivel microscopico en los cladodios de esta planta. Ademas,
se podrian cuantificar estas variables, y compararlas para determinar, de forma
estadistica, si existe diferencia entre las condiciones luminicas a las que se

sometieron las plantas de pitahaya.

Como la técnica de Von Kdssa modificada por Yasue ya ha sido aplicada para el

marcaje de cristales de CaOx (1), y el andlisis del vecino mas cercano ha sido usado
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ampliamente en investigaciones para determinar la distribucion espacial de un
objeto de interés (20—-24), se espera que al combinar ambas metodologias se pueda
obtener un protocolo para cuantificar la cantidad de cristales de CaOx y su patron
de distribucién espacial a nivel histolégico y citolégico, en tallos de H. costaricensis

expuestos a diferentes grados de radiacion luminica.

Ademas, al ser H. costaricensis una planta hemiepifita, que naturalmente crece en
troncos de arboles bajo su sombra, se podria esperar que la exposicién a la
radiacion solar directa diaria provoque estrés a la planta, que puede generar un
aumento en la sintesis de cristales de CaOx como respuesta. Por ello, se puede
hipotetizar que las plantas expuestas al sol tienen una mayor cantidad de cristales
de CaOx, asi como se ha hipotetizado en la literatura para otros organismos
vegetales, y que la posible distribucion de los cristales sea de manera agregada
alrededor de la epidermis, debido al estrés ambiental, generando una proteccién
(4,5,12,26-29).



2. Objetivos
2.1. Objetivo general

Describir la cantidad y distribucion de cristales de CaOx en el tallo de Hylocereus
costaricensis como marcador de estrés abiético de acuerdo con el grado de
exposicion solar durante febrero del 2018 a junio del 2019 en El Salto de Liberia,

Guanacaste, Costa Rica.

2.2. Objetivos especificos:

1. Describir diferencias morfolégicas macroscopicas y microscopicas en 30
plantas de Hylocereus costaricensis que crecen a mayor y menor intensidad
luminica

2. Describir la cantidad y distribucion de cristales de CaOx en 30 plantas de

Hylocereus costaricensis que crecen a mayor y menor intensidad luminica



3. Justificacion.
La histocitotecnologia provee de diversas herramientas para poder explicar y

caracterizar fenOmenos naturales. La histocitoquimica vegetal permite determinar la
presencia de sales de calcio, como el CaOx, en tallos, hojas, y frutos, lo que limita
la posibilidad de emplearlos como fuente de alimento para el ser humano, ya que
su consumo reiterado puede causar abrasion en los dientes, y la ingesta alta de
oxalato, uno de los componentes de los cristales, se ha asociado como una de las
principales causas de la hiperoxaluria no hereditaria de causas multifactoriales,
entre ellas por el consumo excesivo de oxalatos y CaOx, y de la urolitiasis, donde
el 70% de todos los calculos renales estan compuestos principalmente por CaOx,
provocando asi, problemas a la salud humana. Ademas, al ser el acido oxalico un
metabolito secundario presente en todos los organismos vegetales en diferentes
concentraciones dependiendo de la especie y el 6rgano, cuya alta ingesta suele
correlacionarse con la formacion de piedras renales, es importante describir las
condiciones en las que se encuentran los cristales de CaOx en los tejidos vegetales
antes de ser consumidos por el ser humano (5,13,30,31), ya que una parte del CaOx
al pasar a través del tracto digestivo, principalmente en los acidos estomacales, se
va a degradar y formar acido oxalico que puede ser absorbido a nivel intestinal y al

consumirlo en altas cantidades puede provocar hiperoxaluria (32,33).

Esta investigacion forma parte del proyecto “Estudio de cristales de oxalato de calcio
y de sus compuestos precursores en frutos y plantas de pitahaya (H. costaricensis)”,
del Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS), inscrito en la
Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica. Este proyecto
pretende entender a profundidad el metabolismo de sintesis y degradacion del
CaOx, y de las enzimas que intervienen en estos procesos. Para ello se requiere
establecer la distribucion y cantidad basal de cristales de CaOx en tallos de
pitahaya, y determinar si presentan cambios al exponer las plantas a estrés
ambientales, informacion que se pretende obtener con esta investigacion por medio

de técnicas de histocitoquimica.

Se establecié a H. costaricensis como el organismo de estudio, debido a que es la

especie de cactus cuyos frutos mas se comercializan en Costa Rica, que ha tenido
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un crecimiento en el mercado nacional e internacional en los ultimos afios (34).
Ademas, esta especie produce un fruto rico nutricionalmente para el consumo
humano, ya que tiene un contenido de proteina de entre 0,3% y 1,5% del peso total
del fruto. También es rico en prolina, potasio, magnesio, calcio y betalainas, las
cuales también tienen importancia comercial (35), asi como producir una gran
cantidad de cladodios que pueden ser una potencial fuente de alimentacién por su

contenido alto en vitaminas, minerales y fibras (36—43).

La cuantificacion de estructuras o macromoléculas en histologia y citologia es poco
comun, ya que normalmente los que realizan los estudios en estas areas se enfocan
en desarrollar una descripcion morfolégica de los tejidos y las células. Por ello,
establecer un método cuantitativo para una molécula por medio del marcaje por
histoquimica funcional resulta de gran importancia para la obtencion del patrén de
distribuciéon del CaOx y el valor del coeficiente de variacion segun el andlisis del
vecino mas cercano segun la Prueba de Hines, lo que permite realizar pruebas
estadisticas para determinar los resultados con un rango de confianza determinado

y comparaciones entre diferentes tratamientos (20—24).

También, la metodologia que se establezca puede servir como base para otras
investigaciones en histologia vegetal, e histopatologia animal, ya sea para la
cuantificacion de cristales de CaOx en otras especies de plantas o animales, o de

otra macromolécula de interés.

Los resultados que se obtengan también son de importancia para la ciencia basica,
ya que el CaOx forma parte del sistema de defensa de la planta contra estrés biotico
y abidtico, como mecanismo de reserva de calcio, y como molécula de reserva de
carbono producto de la fotosintesis. Por ello, determinar la respuesta de produccion
de cristales de CaOx ante un estrés, por ejemplo, de radiacion solar, permitiria
apoyar o refutar la hipétesis de que la sintesis de CaOx es un proceso dinAmico que
la planta puede regular en cuestion de horas. Ademas, al comprender el efecto que
los factores ambientales ejercen sobre la produccién de cristales de CaOx, se
pueden identificar plantas con una menor cantidad de cristales de CaOx, para su

seleccion artificial, con miras a generar variedades de una especie con bajos niveles



de CaOx que sean aptas para el consumo (5,9,11,26,28,29,44), aprovechando asi
tanto los frutos como los cladodios, para la alimentacion de animales, incluidos los
seres humanos. Existen varias especies de cactus cuyos cladodios actualmente se
emplean como alimento, debido que son fuente de vitaminas, minerales y alto
contenido de fibra (45-47).

Ademas, los resultados obtenidos con esta investigacién serdn un insumo para la
Carrera de Histocitotecnologia y para la Escuela de Tecnologias en Salud, respecto
al abordaje para el desarrollo de aplicaciones de las técnicas histoldgicas y
citolégicas a organismos vegetales, ya que todas las especies animales, incluidos
los seres humanos, dependen de los organismos primarios fotosintéticos para
sobrevivir. Asi, conocer la biologia basica de los mecanismos del metabolismo
primario y secundario, como el CaOx, permite su manipulacién en beneficio de la

sociedad para apoyar la seguridad alimentaria.

Finalmente, los resultados de esta investigacion pueden ayudar al adecuado
manejo de plantaciones de pitahaya, ya que permitiria conocer el efecto de la
radiacion solar mas intensa sobre el estado general de las plantas y sobre la
acumulacion de cristales de CaOx, lo cual podria ser un indicio de que las plantas
se encuentran bajo estrés, el cual se ha reportado que produce clorosis en los
cladodios, lo que disminuye la capacidad fotosintética de las plantas, y puede
afectar la produccion (28,29,48,49). Una vez identificado y caracterizado el
fendmeno, se pueden plantear posibles soluciones al problema, para proteger el

cultivo y aumentar su produccion.



4. Introduccioén.

La histocitotecnologia se centra en dos grandes areas principales de estudio: la
aplicacion de técnicas histocitoquimicas y tecnologias para el estudio de las células
y tejidos animales, y vegetales. La histocitotecnologia vegetal permite realizar la
descripcidon microscopica tisular y citologica de los componentes de una célula,
estructura, érgano, u organismo vegetal, ya sea para fines anatomicos, funcionales

o0 moleculares (50-53).

Las técnicas topograficas de la histoquimica marcan de forma general los
componentes tisulares, para asi permitir la observacion y descripcion de la
morfologia de la muestra. Dentro de esta categoria, para la histocitotecnologia
vegetal, se encuentran las tinciones con azul de toluidina, que es un colorante
metacromatico, la tincion de safranina-verde rapido, la tincién de safranina-azul

alcian, entre otras (52,53).

Las técnicas funcionales de la histoquimica marcan un compuesto de forma mas o
menos especifica. Dependiendo de la técnica en particular, puede ser un marcaje
para lipidos, carbohidratos, proteinas o minerales. Por ejemplo, la técnica del acido
periédico de Shiff (PAS) (54) es una técnica que marca glicosaminoglucanos
neutros, como la celulosa de las paredes celulares vegetales (50-52); la técnica de
Von Késsa (25) marca sales de calcio, por relaciones argentafines, que permitiria
marcar, por ejemplo, el carbonato de calcio de los cistolitos, o el oxalato de calcio
(CaOx) de los idioblastos (5,6,12).

Las técnicas moleculares aplicadas a la histocitotecnologia permiten marcar
macromoléculas de interés con una alta precisién. Por ejemplo, para el marcaje de
proteinas se puede emplear la inmunohistoquimica (IHC), técnica en la cual se
emplean anticuerpos desarrollados especificamente para que reconozcan la
proteina de interés y se unen a ésta. La unidn antigeno-anticuerpo es reconocida
por un anticuerpo secundario, y es revelada por medio de un producto final de
reaccion coloreada dentro del &mbito de luz visible por medio de un cromdégeno. En
la (IHC) indirecta éstos son revelados visualmente por medio de una sustancia

cromogeénica como la diaminobencidina (55-58).



Toda esta serie de técnicas de la histocitotecnologia vegetal permiten desarrollar
aplicaciones para identificar y explicar un fendmeno natural y su posible
funcionamiento. Por ejemplo, los cactus son de gran interés cientifico como objeto
de investigacion, para entender su capacidad de sobrevivir con cantidades muy
limitadas de agua disponible durante sequias, por su importancia econémica como
fuente ornamental, y como fuente de alimento para el ser humano y otros animales
con sus frutos y tallos fotosintéticos llamados cladodios. Los cladodios de los cactus
poseen una corteza verde fotosintética externa con células de paredes rigidas, la
capa de células mas interna almacena agua en forma de mucilago. Estas células
mucinosas tienen una pared mas flexible para controlar la pérdida de agua y, en
situaciones de riesgo, donar agua a las células externas para que no se compriman
y no liberen &cido abscisico que ocasiona el cierre de los estomas, lo que afectaria
el metabolismo de la planta (5,14,45,46,59,60).

La pitahaya comprende un grupo de cactus originario de México, Centroamérica y
Suramérica, que produce frutos en forma de bayas de color amarillo o parpura de
interés econodmico (26). Varios géneros de la familia Cactaceae producen los frutos
denominados pitahaya, como Stenocereus Britton & Rose y Cereus Mill; pero, los
méas comerciales son Hylocereus y Selenicereus (61,62). Hylocereus es el género
gue se comercializa predominantemente en Costa Rica (34). Este género presenta
habitos epifitos en arboles vivos, rocas y muros de forma natural, y en plantaciones
agricolas para la produccion de sus frutos (63). Pueden crecer en suelos levemente
acidos, alcalinos, arenosos, rocosos, y hasta con concentraciones altas en sales,

por lo que se favorece su uso en suelos poco ricos para otros cultivos (64).

Debido a que la pitahaya muchas veces se cultiva comercialmente en terrenos que
se encuentran expuestos a radiacion solar intensa a lo largo del dia, al ser una
planta naturalmente hemiepifita, se puede generar una coloracion clorética en sus
cladodios y el estrés persistente incluso puede producir guemaduras solares en
estos, producto de un exceso de radiacion luminica, y del aumento excesivo de
temperatura en los cladodios mas expuestos (65). Este estrés abidtico genera

respuestas morfoldgicas en la planta para tratar de contrarrestar o protegerse de la



radiacion solar excesiva y sus efectos. Una de estas respuestas puede ser modificar
la distribucién y cantidad de cristales de CaOx en su epidermis y parénquima
(14,66).

Microscopicamente se han caracterizado ciertas generalidades de Stenocereus,
como que presenta una baja densidad estomatica, de entre 30 y 42 estomas/mm?.
El grosor de la cuticula varia entre 13y 17 um, el tallo presenta aerénquima, el cual
también es abundante en raices y brotes, y se localiza en el lado adaxial mientras
gue el clorénquima en el lado abaxial (64). Al ser Stenocereus un género,
flogenéticamente hablando, cercano a Hylocereus, esta informacion resulta

importante para tener un punto de comparacion.

Existen virus, hongos, otros microorganismos, asi como agentes abioticos, que
afectan a las plantas vasculares, que si bien, carecen de un sistema inmune y
circulatorio adaptativo, poseen una serie de mecanismos de defensa en contra de
cuerpos extrafios. Muchas veces las plantas responden ante el estrés abiético al
gue estan sometidas, modificando sus medios de proteccidén, como el grosor de la
epidermis, el area parenquimatica del tallo, la densidad o morfologia de los cristales
de CaOx y a nivel celular, ocurre una respuesta de proliferacion o autolisis, segun
sea el caso, para asi adaptarse ante las condiciones de su medio y aumentar su

defensa contra condiciones adversas (14,66).

Los cristales de CaOx son producto del metabolismo secundario y se encuentran
ampliamente distribuidos entre los organismos fotosintéticos (2,3,5,67). Se forman
por la reaccion entre el &cido oxélico (C2H204), producido de manera endégena por
la planta, con el calcio que se encuentra en el ambiente (5,7). Se ha propuesto que
la funcion de estos compuestos dentro de la planta se relaciona con la regulacion
de calcio dentro de los tejidos, proteccion contra herbivoria y detoxificacion de

metales pesados (9-12).

Los procesos de formacion y acumulacion de cristales de CaOx en plantas han sido
sujeto de estudio en algunas especies. Existen reportes de estudios funcionales en
donde se evalian mutantes de Medicago truncatula (Fabaceae) con acumulaciones

reducidas de cristales de CaOx (68), o por el contrario, plantas de Arabidopsis
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thaliana transformadas para aumentar la acumulacién de dichos cristales (27).
Gracias a este tipo de estudios, en la literatura y en bases de datos internacionales
se han reportado secuencias de genes que participan en la via de sintesis de los
cristales de CaOx en plantas, lo que da las bases para su estudio en pitahaya. La
presencia de los cristales de CaOx ha sido previamente reportada en varios géneros

de cactus, incluyendo también a Hylocereus (6,69).

Una caracterizacion de los cristales de CaOx de la pitahaya se hizo en el marco del
proyecto “Caracterizacion de cristales de CaOx en frutos y tallos de diferentes
genotipos de Hylocereus sp. (Cactaceae)”, VI-810-BO-176, de la Universidad de
Costa Rica, especialmente en las partes comestibles (69). Su consumo puede
causar abrasion en los dientes, y la ingesta alta de oxalato, uno de los componentes
de los cristales, se han asociado con la formacion de piedras en los rifiones,
provocando problemas a la salud humana (5,31,70). Ademas, se conoce que el
consumo de oxalato puede disminuir la absorcién gastrointestinal de calcio,
magnesio, hierro y otros cationes, lo que puede provocar una deficiencia mineral si

Su consumo es constante en la dieta (71).

Sin embargo, el area principal de trabajo de la histologia y de la citologia, tanto
animal como vegetal, ha sido la descripcion morfologica de las células y tejidos,
dejando casi siempre de lado el establecimiento de protocolos de cuantificacion de
estructuras, células o macromoléculas de interés (44,72—-77). Por ello, aiun se
desconoce la distribucién y cantidad de cristales de CaOX a nivel de cortes
microscopicos transversales, de patologias humanas en las que interviene el CaOx,

y en los tejidos vegetales, incluyendo el tallo de pitahaya (6,31,69,70).

La técnica de Von Kossa (25) modificada por Yasue (1) se puede emplear para
marcar cristales de calcio, que junto con andlisis de las distancias entre los cristales
caulinares, se puede usar para determinar el patron de distribucion de los cristales
de CaOx, los tamafos bidimensionales de los mismos, y su ubicacion dentro del
parénquimay de las células. Estos analisis estadisticos de distancias son muestreos
cuantitativos como el andlisis del vecino mas cercano, que a su vez, se basan en la

medicién de la distancia que separa a los objetos de interés para determinar si se
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distribuyen espacialmente con un patrén aleatorio, uniforme o agregado, por medio
de un coeficiente de dispersion que permite la comparacion estadistica de diferentes
grupos (20-24).

Ante estas observaciones, en esta investigacion se pretende describir “Patrones de
cantidad y distribucion de cristales de oxalato de calcio en el tallo de H. costaricensis
en respuesta a condiciones luminicas en una finca en Liberia de Guanacaste, Costa

Rica.”

La informacion obtenida a partir de los resultados de esta investigacién es de gran
importancia al establecer un protocolo cuantitativo para analisis histologicos y
citolégicos, que permita realizar comparaciones estadisticas. Ademas, es
importante ya que permite caracterizar la distribucion espacial y la concentracion de
cristales de CaOx en los tejidos que acumulan CaOx, por causas patologicas en el
caso de futuras investigaciones basadas en tejidos animales, o por causas
fisioldégicas naturales en el caso de tejidos vegetales. También es muy importante a
la hora de comparar plantas que se encuentran bajo diferentes tipos de estrés
bidtico o abidtico, como los diferentes ambientes luminicos naturales o artificiales
gue tienen niveles de radiacion luminica muy por debajo o0 mucho mas alla de los
niveles optimos. También para determinar si existe una correlacion estadistica entre
la radiacion luminica y el aumento o disminucion en la sintesis de CaOx, asi como
cambios en el patron de distribucion espacial histoldgica y citoldgica. Lo anterior es
importante ya que podria indicar una mayor actividad enzimatica de sintesis o
degradacion, cuya identificacion resulta de mucha importancia para posteriores
estudios en el metabolismo del CaOx, y en la identificacion de algunas de las
enzimas, que aun se desconocen, que intervienen en los procesos de sintesis y
degradacion del CaOx (5,6,12,14,66).

La caracterizacion por realizar también permitiria identificar los genotipos aptos para
el consumo humano o animal, con bajos niveles de CaOx en sus tejidos. También
se podrian identificar genotipos que produzcan un alto contenido de CaOx que
puedan tener aplicaciones industriales. Estas caracteristicas pueden ser
seleccionadas, potenciadas y heredadas a generaciones posteriores en programas
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de mejoramiento genético, para la generacion de tejidos aptos para el consumo del
humano y otros animales, y asi explotar tanto los frutos como los cladodios para el
beneficio del ser humano, generando otras lineas de trabajo que se pueden ampliar
en otras investigaciones cientificas (45-47).
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l. CAPITULO II: MARCO DE REFERENCIA

En este apartado de abordaron tépicos centrales que fundamentan el proyecto de

investigacion.
1. Hylocereus spp.

La pitahaya pertenece a un grupo de cactus originario de México, Centroamérica y
Suramérica, que produce frutos en forma de bayas de color amarillo o parpura de
interés econdmico (26). Varios géneros de la familia Cactaceae producen los frutos
denominados pitahaya, como Stenocereus Britton & Rose y Cereus Mill; pero, los
méas comerciales son Hylocereus y Selenicereus (61,65). Hylocereus es el género
gue se comercializa predominantemente en Costa Rica (34), que posee especies
de interés comercial, tanto por su fruto, como por la planta como tal para fines

ornamentales, ya que algunas producen flores muy atractivas (61,65).

Como caracteristica, el género presenta habitos hemiepifitos en arboles vivos, rocas
y muros de forma natural, y en plantaciones agricolas para la produccion de sus
frutos (63,65). Pueden crecer en una gran variedad de suelos, como en suelos:
levemente acidos, alcalinos, arenosos, rocosos, y hasta con concentraciones altas
en sales. Ademas, es un género resistente a un ambito amplio de temperaturas a
partir de los 12°C, ya que por debajo de esta temperatura se ha reportado que los
tallos sufren necrosis, y hasta altas temperaturas, de hasta 38°C a 40°C. A altas
temperaturas, dependiendo del grado de exposicion solar directa, pueden surgir
guemaduras solares que provocan cambios en la coloracion de los cladodios, que
pasan de ser verdes a tomar coloraciones rojizas y cloréticas, y si la exposicion se
mantiene por largos periodos puede provocar necrosis tisular. El habitat se ubica
inclusive a altitudes de 2750 msnm (65). Todas estas caracteristicas favorecen su
cultivo en suelos y climas que resultan estresantes o intolerables para otros cultivos
(64).

El fruto de la pitahaya, en su parte comestible consiste en el mesocarpo, el cual
posee una textura mucilaginosa, con miles de pequefas semillas distribuidas de

forma homogénea a lo largo del mesocarpo. La pulpa del fruto se compone
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aproximadamente entre el 60% y el 80% del peso total del fruto. El contenido de
proteina varia segun los reportes, entre 0,3% y 1,5% del peso total del fruto. El
aminoacido mas abundante en el jugo del fruto de pitahaya es la prolina, con una
concentracion de entre 1,1 g/L y 1,6 g/L. En cuanto al contenido mineral, el ion mas

abundante es el potasio, seguido del magnesio y del calcio (35).

En cuanto a la vitamina C, posee un contenido bajo, de 11 mg/L. El color rojo-
morado de los frutos es producto de la presencia de betalainas. Las betalainas son
pigmentos de interés comercial como colorantes para alimentos y antioxidantes para
el consumo de los seres humanos, que sirven como un factor de proteccion en
contra de ciertos desérdenes de estrés oxidativo. Se ha reportado una actividad
antiradical del jugo de pitahaya, de aproximadamente 10 pumol en unidades
equivalentes a Trolox obtenidas con el método ORAC mediado con fluoresceina
(35,65,78). Ademas, posee sorbitol, fenoles, flavonoides y otros antioxidantes en la
pulpa y en la cascara del fruto, que pueden ser importantes para la dieta humana
(79).

Hace 25 afios la pitahaya era un cultivo practicamente desconocido en muchos
paises; sin embargo, actualmente ocupa un nicho creciente en el mercado europeo,
vietnamita, colombiano, mexicano, costarricense y nicaragiense, como fruta
comercial o como cultivo doméstico (80,81). Al ser plantas semiepifitas, en las
plantaciones suelen aprovechar que pueden crecer sobre soportes naturales o
artificiales, como arboles postes de madera, cemento o metélicos, para facilitar su
cultivo (26,65). En Nicaragua, Hylocereus undatus es una especie productora de

frutos importante para la exportacion a Europa (82).

Para Hylocereus, se ha reportado que hormigas de los géneros Atta y Solenopsis
pueden causarle dafio a las plantas, flores y frutos. También se han reportado
diferentes especies de afidos que succionan el floema de los tallos de Hylocereus
(65,78). Otros organismos, como Colletotrichum gloeosporioides, Curvularia lunata,
Neoscytalidium dimidiatum y Enterobactor cloacae ocasionan la pudricion blanda y
lesiones necréticas en los tallos y frutos (83). La infeccién de N. dimidiatum produce
el chancro en la pitahaya, y es considerada la enfermedad més severa que afecta
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a esta planta en muchos paises asiaticos, que son los mayores productores de
pitahaya en el mundo. Al tener una infeccion paulatina, que pasa por la formacion
primaria de pequefios puntos naranja, que después evolucionan hasta formar los
chancros, y por ultimo llega de digerir el tejido del tallo, es de esperar que se puedan
encontrar cambios en la morfologia del tejido epidérmico, parenquimatoso y en
patrones celulares durante la infeccion, debido a los mecanismos de defensa

propios de la planta (83,84), incluyendo el aumento de la sintesis de CaOx.

Algunos cactus como el nopal (Opuntia spp.) se emplea como fuente de alimento
para el ser humano y otros animales. Este tiene cantidades elevadas de fibra, calcio,
magnesio, hierro y sodio (85). Acanthocereus tetragonus (Cactaceae) contiene 5 g
de proteina cruda y 16.3 g de fibra cruda por cada 100 g de materia seca, y 4.68
mg/kg de calcio en base seca (36). H. undatus reporté 14.84 g de proteina cruda,
21.50 g de fibra cruda, y 36.94 g de extracto libre de nitrégeno (86). Para A.
tetragonus, A. subinermis, e H. undatus, se han reportado ser ricos en fdosforo,
potasio, calcio, magnesio, sodio, cobre, hierro, manganeso y zinc (87). En el caso
de que se logren identificar variedades de H. costaricensis con una baja
concentracion de CaOx, sus cladodios se podrian utilizar para la obtencion de
productos para la alimentacibn humana, como antes mencionados, y asi obtener

otro beneficio econémico y social mas alla de la produccién de frutos.

No hay reportes del consumo de los cladodios de H. costaricensis; sin embargo, los
cactus son parte de la dieta humana desde hace mas de 9000 afios (87). Se ha
reportado el consumo de cactus barril (Ferocactus sp.) por la oveja Ovis canadensis
en Arizona (46) y el consumo de cactus de desierto, como Opuntia sp., por Tayassu
tajacu (60). Los cladodios del nopal se han empleado para la obtencion de harina
muy rica en fibra para el consumo de seres humanos (45). El consumo de los frutos
de pitahaya y cladodios de A. tetragonus, A. subinermis, e H. undatus es parte de
la dieta de varios paises latinoamericanos (87—89), y en el caso de Opuntia spp. se
ha consumido desde los Andes peruanos hasta las zonas tropicales de México (90),
asi como muchos otros cactus que forman parte de la dieta en muchos paises. Sin

embargo, pese a que no hay reportes del consumo de cladodios de H. costaricensis,
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sélo de su fruto, por medio de la cuantificacién de la cantidad de cristales de CaOx
se pueden identificar individuos con bajo contenido de cristales, potenciar y
propagar dicha caracteristica por mejoramiento genético, mutagénesis o ingenieria
genética, a una variedad de esta especie cuyos cladodios puedan ser consumidos

por los seres humanos u otros animales (5,9,11,26,28,29,44).
2. El CaOx en tejidos vegetales.

Los cristales de CaOx estdn ampliamente distribuidos en los organismos
fotosintéticos. Se producen de forma natural en algas, plantas no vasculares, y son
particularmente abundante en angiospermas y gimnospermas, pero no todas las
plantas los producen (5). Su presencia ha sido previamente reportada en varios
géneros de cactus, incluyendo también a Hylocereus (6,69).

Existen diferentes propuestas acerca de la funcion del CaOx en las plantas. En la
mayor parte de la literatura se relaciona como un compuesto protector contra
herbivoria, y como molécula reguladora de los niveles de calcio endoégenos (5). Sin
embargo, en los ultimos afios se ha propuesto que los cristales de CaOx también

sirven como una fuente interna de carbono en las plantas (59).

El CaOx es un compuesto altamente insoluble en agua con una Kps= 2.32x10° para
su forma monohidratada. Su sintesis quimica se lleva a cabo por medio de la
reaccion del acido oxalico (C,H,O,4) con el calcio. El acido oxalico es un acido
organico fuerte con las constantes de disociacion de pKi=1.46, y pK2=4.40
producido de forma enddgena en la planta como producto final de varias vias
metabdlicas. El calcio es un macronutriente secundario, absorbido del medio

ambiente junto con el agua por medio del xilema radicular (5).
2.1. Distribucion y morfologia de los cristales de CaOx.

La distribucién y morfologia de cristales es muy variable dependiendo de la especie
en particular. Se pueden encontrar en multiples tejidos o en uno en patrticular, ya
sea vegetativo, reproductivo o de almacenamiento en d6rganos en desarrollo. Su
deposicion se puede dar de forma intracitoplasmética, rodeada de una camara

vacuolar en los idioblastos, o en algunas otras células parenquimatosas o
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epidérmicas, y de forma extracelular, asociados a la pared celular principalmente de

las plantas gimnospermas, o en la pared celular de las astroesclereidas (3,5).

Dentro de las morfologias mas comunes, en las que se clasifican los cristales de

CaOx de plantas, se pueden encontrar (5,91,92):

o Cristales prismaticos: Son cristales de CaOx con forma de bloques
romboédricos, o de prisma, presentes como cristales Unicos o multiples por célula.
Principalmente se encuentran en la pared celular.

o Cristales puntiformes o arena de cristales: Son pequefios cristales de CaOx
de morfologia variable, que al observarlos poseen una apariencia puntiforme similar
a la arena.

o Rafidios: Son cristales de CaOx con forma acicular, frecuentemente con
surcos a lo largo de sus lados, que pueden encontrarse como pufiados de cientos
o miles de cristales dentro de su camara vacuolar.

o Cristales en drusa: Son cristales multifacéticos aglomerados de forma
relativamente esférica, que se pueden encontrar formados por un solo cristal, o por

multiples cristales.

Sin embargo, hay cristales que frecuentemente presentan modificaciones, como
surcos y barbas, no consistentes con la dindmica de precipitacion fisicoquimica del
CaOx (5).

Se ha reportado que hay especies de plantas en las que sélo se sintetiza una
morfologia especifica de cristal, lo cual indica que la genética propia del organismo
controla la morfologia de sintesis del CaOx. Pero otras caracteristicas, como el
estado de hidratacién, la concentracibn de CaOx, la presencia de agentes de
nucleacion, o contaminantes, y estructuras celulares especializadas, pueden

participar en la determinacién de la morfologia de los cristales de CaOx (5).

En plantas existen dos estados de hidratacion, el monohidratado conocido como
whewelita, y el dihidratado conocido como weddelita. El estado de hidratacion regula
la morfologia del cristal, junto con el equilibrio dinamico del Ca con respecto a los

iones de oxalato. Normalmente existe una alta correlacion entre el estado de
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hidratacion y la morfologia de los cristales. Sin embargo, para algunas morfologias,

como las drusas en diferentes especies, pueden ser monohidratados o dihidratados
(5).

2.2. Biosintesis del CaOx.

En plantas, el CaOx no se forma en soluciones libres, sino en asociacion con
estructuras celulares, y éstas participan en la determinacion de su morfologia. Se
teoriza que la cAmara vacuolar del cristal, y sus membranas asociadas, son de las
estructuras mas importantes para la formacion del cristal de CaOx, que comienzan
siendo pequenfas, y crecen conforme el cristal crece, ya sea de forma bidireccional
o de forma coordinada en todas direcciones de forma simultdnea. Puede que dentro
de la cdmara se mantenga el balance quimico que afecta la dindmica de
cristalizacion, o que la camara tenga canales transmembrana que regulan de forma
selectiva la acumulacién de acido oxalico, de calcio, y de otras sustancias organicas,

dentro de ésta, y dicho balance afecta la morfologia del cristal (5).

La biosintesis del CaOx en la célula se lleva a cabo mediante la acumulacion de
calcio y de acido oxalico. La sintesis del acido oxalico debe coordinarse con los
niveles de acumulacion de calcio, y el desarrollo de los cristales de CaOx. El acido
oxdlico puede ser formado por medio de la oxidacion del glicolato, y del glioxilato
por medio de la actividad de la glicolato oxidasa. Estos sustratos son productos
secundarios de la fotorespiracion en los tejidos fotosintéticamente activos, y la
glicolato oxidasa sobre una enzima del peroxisoma muy abundante en tejidos
clorofilicos. Ademas, el oxalato puede ser sintetizado por medio de la accion del
isocitrato liasa en el isocitrato, y a través de la oxidacion del oxalacetato, cuya
enzima sigue siendo desconocida. También se puede sintetizar por medio del acido
L-ascorbico, mediado por enzimas no identificadas que participan en esta via

metabdlica (5).
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2.3. Elementos que intervienen en la formacién de CaOx.

Las caracteristicas particulares de los idioblastos son aspectos muy importantes en
la formacion de los cristales de CaOx. Estos normalmente poseen un citoplasma
muy denso, con abundante presencia de reticulo endoplasmatico y aparatos de
Golgi, ya que son células metabdlicamente muy activas con un rapido crecimiento,
ademas de poseer vesiculas pequefias, plastidios inusuales, y una membrana con
estructuras especializadas, que se asocian con la vacuola de los cristales. El reticulo
endoplasmatico es muy importante en la regulacion de la actividad del calcio
citoplasmatico, ya que regula la capacidad de proteinas luminales, como la
calreticulina, la cual se acumula en compartimentos especializados del reticulo
endoplasmatico de los idioblastos con rafidios. Ademas, puede proveer una mayor
area superficial, para mejorar la absorcion de calcio del citoplasma, lo cual a su vez
le facilita a la calreticulina su funcién de regulacion del calcio que entra al reticulo
endoplasmatico. Esta capacidad de regulacion permite la sintesis de cristales de
CaOx en un periodo de tiempo que se ha documentado puede ser de hasta una
hora, en caso de que el organismo se encuentre bajo condiciones extremas de altas
concentraciones de calcio. Esto indica el gran flujo de calcio del apoplasto hacia el

citoplasma (5).

Las membranas que rodean a los cristales de CaOx en las vacuolas de los
idioblastos producen una asociacion intravacuolar que forma una camara que
rodean a los cristales, la cual se forma de novo junto con la vacuola. Durante la fase
de crecimiento del cristal, las superficies de la camara de la vacuola y de la
membrana citoplasmatica, se expanden y permiten el crecimiento del cristal sin
dafar las organelas celulares (5). No se ha determinado la naturaleza de la
membrana que rodea los cristales de CaOx. En algunas especies se observa como
si fuera una membrana lipidica, pero en otras, la estructura que las roda se asemeja

mMAas a una capa producto de precipitacion proteica (5,93).

La membrana de la camara vacuolar podria regular la morfologia de los cristales al
controlar la transferencia idnica de calcio y acido oxalico con el citoplasma, ya que
la proporcion de éstos puede afectar su morfologia. Sin embargo, los mecanismos
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por los cuales se regula este intercambio son desconocidos. Se hipotetiza que las
propiedades quimicas de las membranas pueden proveer diferentes coeficientes de
difusion para estos iones, los cuales provocan un gradiente de difusion a través de
la membrana. Otra explicacion sugiere que puede que participen canales i6nicos y
fusion de vesiculas con los precursores necesarios, como agentes de nucleacién,
para que se lleve a cabo la formacion de los cristales. Solamente una matriz proteica
de CaOx ha sido aislada del cristal, y parcialmente caracterizada, y se ha
encontrado que es una proteina nueva, especifica de los cristales de los idioblastos,
la cual posee una cantidad considerable de residuos de aminoéacidos y la propiedad

de realizar fuertes enlaces con el calcio (5,94).

Cuando se lleva a cabo la desmineralizacion de cristales de CaOx se deja atras una
matriz fantasma, que generalmente conserva la forma udltima del cristal, y puede

promover la formacién de nuevos cristales dentro de si (5).

Los plastidios en los idioblastos son muy caracteristicos, ya que poseen una
estructura inusual. No poseen tilacoides ni grana, ni contienen Rubisco, por lo que
no son fotosintéticos, ni cuando se encuentran inmersos dentro de un parénquima
fotosintético. Algunos autores los llaman cristaloplastidios. Se hipotetiza que debido
a los sistemas extensos de membranas formados en las células, una de las
funciones de estos plastidios sea la sintesis de lipidos, y que se encuentren

involucrados en el sistema de sintesis de acido oxalico (5).
2.4. Funciones del CaOx.

En cuanto a la funcién del CaOx en las plantas, se han planteado diversas hipotesis,
debido a su gran diversidad de formas, tamafios, y distribuciébn en diferentes
organismos vegetales. La regulacion interna de calcio es una de las primeras
funciones que se propuso para los cristales de CaOx. Varios estudios han mostrado
el rol del CaOx en los mecanismos de regulacion del calcio en los tejidos y érganos
de la planta (3,5,27,95).

Esta regulacion es especialmente necesaria en plantas que crecen en sustratos con

altas concentraciones de calcio debido a que la planta busca mantener una
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regulacion controlada de la absorcion del calcio a nivel del apoplasto en la raiz, ya
gue el organismo requiere nivelar la concentracion interna de este elemento, porque
su déficit o exceso puede provocar problemas metabdlicos, debido a que el calcio
participa en la transduccién de la sefial de vias metabdlicas, y en la regulacion de
procesos bioquimicos en la célula. Por lo anterior, grandes cantidades de calcio
pueden ser precipitadas como CaOx, el cual es fisiologicamente y osmoéticamente
inactivo, y es acumulado, dependiendo de la planta, en tejidos maduros, o en

organos en desarrollo (5).

La pared celular es capaz de crear enlaces de union con el calcio; sin embargo, la
acumulacion de calcio en los apoplastos de células jovenes puede interferir con el
proceso normal de expansion celular, provocado por los enlaces cruzados con
residuos acidos de los polimeros de la pared celular. Por lo anterior, la formacion de
idioblastos en tejidos en desarrollo puede tener como funcién primaria, la
acumulacion de calcio, para reducir la concentracién apoplastica de este elemento
en las células contiguas, permitiendo un desarrollo normal. En el caso de tejidos
maduros con deficiencia de calcio, se ha identificado a la oxalato oxidasa, como una
posible enzima que participa en el proceso de degradacion del CaOx, para la

liberacion del calcio en forma de iones en disolucion (5).

Otra de las funciones propuestas para el CaOx es la proteccion mecénica de la
planta contra herbivoros. Puede tener un rol pasivo en la defensa mecanica de la
planta, o un rol activo como en Tragia ramosa (Euphorbiaceae). En este caso, la
planta esta cubierta con pelos astringentes, que contienen cristales aciculares con
un canal a lo largo del cristal hasta su base ramificada. Cuando un animal toca o
roza estos pelos, la punta de las células se rompen, y permiten que los cristales
puncen la epidermis del animal, permitiendo que una toxina sea transportada a lo
largo del canal, hasta el sitio de la herida, causando irritacion dérmica, y sensacion
astringente (5). Un caso del rol pasivo ocurre en Agave, cCuyo jugo se usa para hacer
tequila, ya que posee mas de 6000 cristales por mililitro de jugo, los cuales causan

dermatitis con el contacto epidérmico a los trabajadores de las destilerias, y se lo
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provocaria de forma similar a los herbivoros que llegasen a alimentarse de la planta
de Agave (5,96).

La funcién mas novedosa que se ha propuesto en los ultimos afios para el CaOx,
es que sirve como una molécula de reserva de carbono. Esto debido a que en
experimentos con Amaranthus hybridus (Amaranthaceae) se han observado
fluctuaciones en el volumen total de CaOx en cortos periodos de tiempo, asi como
cambios diurnos y nocturnos. Ademas, se ha observado que durante el cierre
estomético de Dianthus chinensis (Cariophyllaceae), Pelargonium peltatum
(Geraniaceae) y Portulacaria afra (Portulacaceae), se lleva a cabo Ila
descomposicion de cristales, por el incremento en el oxalato oxidasa, que convierte
el oxalato en dioxido de carbono. También en A. hybridus, a pesar del cierre
estomatico, se presenta un metabolismo fotosintéticamente activo, por lo que se
hipotetiza que, en hojas, los cristales de CaOx pueden cumplir una funcién de
reserva bioguimica de carbono no atmosférico, durante la noche, y que durante el
dia su degradacién puede proveer carbdn para la asimilaciéon fotosintética. Esto le
confiere ventajas adaptativas, que podrian justificar la gran presencia de los
cristales CaOx en plantas, ventajas como el ahorro de agua, disminuir las pérdidas

de carbono a la atmésfera, y un menor riesgo de fotoinhibicion (59).
3. Lahistocitotecnologia cuantitativa y cualitativa.

A lo largo de la historia la histoquimica y la citoquimica se han empleado para
realizar descripciones morfolégicas de tejidos normales o afectados por distintas
patologias, asi como para la identificacibn de presencia o ausencia de
macromoléculas por medio de técnicas de histoquimica funcional o molecular
(55,70,75-77,97). En el caso de la IHC, se pueden obtener resultados
semicuantitativos al establecer categorias de positividad mediante el empleo de un
sistema de cuatro cruces (+, ++, +++, ++++) que indica de forma subjetiva qué tan

positiva es la muestra (98).

La tendencia hacia la falta de datos cuantitativos en los trabajos de histologia y
citologia muchas veces impide el andlisis estadistico de las muestras y con ello, el

respaldo matematico de los resultados obtenidos mediante un rango de confianza.

23



Por ello es de gran importancia para la histocitotecnologia establecer protocolos

cuantitativos.

En el caso de esta investigacion, combinar la técnica de Von Késsa (25) modificada
por Yasue (1) para el marcaje de cristales de CaOx con el andlisis del vecino mas
cercano, que ha sido ampliamente utlizado para analizar los patrones de
distribucion espacial y obtencion del coeficiente de variacion de diferentes especies
(20-24), permite obtener datos cuantitativos a partir del analisis de células y tejidos

a nivel microscopico.
4. Los oxalatos en la salud humana.

Los cristales de CaOx no se encuentran de forma normal en tejidos animales,
excepto en la tiroides humana, donde se encuentra en el 79% de las autopsias (99).
Sin embargo, estos cristales se han identificado en tejidos humanos que sufren de
ciertas patologias a nivel del rifion, del miocardio, y del cerebro. La presencia de
cristales de CaOx se ha reportado en casos de nefrosis, oxalosis primaria y
enfermedad renal cronica con uremia (18,31,70,100-103). En Estados Unidos, asi
como en varios otros paises, el CaOx esté directamente relacionado con la mayor

parte de las piedras del tracto urinario (71).

La ingesta de plantas es la fuente principal de oxalatos, y debido a esto se han
hecho esfuerzos para disminuir la concentracion de oxalatos en los alimentos,
identificando germoplasma, condiciones de cultivo, practicas agronémicas y, en los
ultimos afos, la manipulacion genética para producir cultivos con menores niveles
de oxalato en sus tejidos, como en espinaca, pimienta, nueces, platanos, entre
otros. El oxalato se considera un antinutriente, debido a que retiene el calcio, y otros

minerales, evitando que se puedan absorber (5,104—-106).

Pese a que la asociacién principal del CaOx es con la urolitiasis y la oxalosis en el
ser humano, ha ido ganando atencion en otras condiciones médicas, y se teoriza
gue tiene un papel independiente del manejo renal, incluyendo pancreatitis,

insuficiencia pancreatica exocrina y casos de aterosclerosis coronaria (71). Existe
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controversia en cuanto a la relacién entre el CaOx y la formacion de piedras, debido

principalmente a la falta de la comprension total del proceso de la enfermedad.

Sin embargo, pese a que la hiperoxaluria puede ser controlada con la
suplementacion de calcio en las comidas, no se tiene claro cémo los valores de
consumo del oxalato intervienen en la formacién de piedras. Muchos autores
relacionan directamente el consumo del oxalato y CaOx con su formacion en un
porcentaje importante de los pacientes que padecen de piedras renales. No
obstante, aun se desconocen las vias metabdlicas que participan en la absorcion y
produccion de oxalato, la formacion o acumulacion del CaOx en los tejidos del ser

humano, y la patologia que pueden causar (71).
5. Lahistoquimica para el marcaje del CaOx.

La histoquimica surge como ciencia entre 1830y 1855, aplicando los conocimientos
de la quimica y la bioquimica a las ciencias bioldégicas para comprender el
dinamismo de los procesos fisioldgicos que se llevan a cabo en los organismos.
Este origen fue primeramente botanico, sentando sus bases con las primeras
publicaciones como: el tratado de Francois-Vincent Raspail, el fundador de la
histoquimica, titulado Clinique Microscopique Appliquée a la Physiologie en 1830,
su tratado Nouveau Systéme de Chimie Organique en 1833, New System of Organic
Chemistry en 1834, y el tratado de Lehmann Lehrbuch der physiologischen Chemie
en 1842 (107).

Posteriormente, la histoquimica comenzo a surgir en el campo de la histologia
animal, surgiendo los estudios microanatémicos e histopatolégicos de animales a
principios del siglo XX. El trabajo mas importante en esta &rea fue el tratado de
Lison, titulado Histochimic animale publicado en 1936. Surgieron asi nuevas
técnicas de marcaje topografico para la observacion de la morfologia general de los
tejidos, y el marcaje funcional para teiir de forma selectiva una estructura o un
compuesto especifico de interés, mediante la aplicacion de los conocimientos en
histoquimica y citoquimica tanto en tejidos animales como vegetales (107). En las
ultimas décadas han surgido nuevas aplicaciones para la utilizacién de técnicas de

biologia molecular para el marcaje de acidos nucleicos, macromoléculas, y otros
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compuestos de interés, en muestras histolégicas y citolégicas, como la IHC, la
hibridacion in situ, FISH (Fluorescent in situ hibridization), entre otras técnicas (50—
52).

El caso especifico del marcaje de sales de calcio por medio de técnicas de
histoquimica funcional se public6 por primera vez por Julius von Késsa en su articulo
Ueber die im Organismus kinstlich erzeugen Verkalkungen en 1901, en la que, por
medio de una reaccion argentafin mediada por fotones, que precipita plata metélica
sobre las sales de calcio, se marcan estas sales de color negro en los tejidos (25).
Sin embargo, hay dudas de que este haya sido el primer estudio en el que se marcé
por primera vez sales de calcio, ya que Flesch en 1885 demostro la presencia de
depdsitos de calcio, y Lemberg en 1892 describio que el calcio podria ser detectado
por medio del tratamiento de los minerales con nitrato de plata, seguido de una

reduccién con pirogalol (108).

El problema de la técnica propuesta por Von Késsa es que no puede marcar de
forma especifica cada una de las sales de calcio de manera diferenciada, sino que
marca todas las sales de calcio de la misma forma. El mismo autor tenia claro este
asunto, ya que admite que tanto fosfato de calcio como otros derivados organicos

eran marcados (25,108).

En algunos casos se ha reportado que el marcaje con nitrato de plata no es una
prueba para calcio o fosfato, sino que la reaccidn que se visualiza de color negro,
se da con una variedad de depdsitos solidos, en donde el anién de la molécula es
mas importante que el metal, pero esto va en contra de los resultados de otros
estudios que demuestran gue la reaccion de Von Késsa se da con las sales de
calcio, marcandolas de forma general (1,18,70,109-111). Ademas, esta es una de
las técnicas mas utilizadas en la actualidad para el marcaje de sales de calcio, como
carbonato de calcio y fosfato de calcio, en laboratorios de anatomia patolégica
humana (50-52), lo que respalda que es una técnica adecuada para el marcaje de

sales de calcio.

Existen otras técnicas para el marcaje de depdsitos de calcio, como el protocolo con

alizarina, el cual marca depositos de estroncio y de calcio, los cuales tifien de color
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rojo con atrapurpurina de alizarina. La tincion del calcio es en ciertos casos, como
en el hueso, relativamente débil, por lo que se pueden usar mordentes, como acido
fosfotungstico, &cido fosfomolibdico o sulfato de potasio, para potenciar la tincion.
Sin embargo, también es una tincién generalista para el marcaje de las diferentes

sales de calcio (108).

Ahora bien, en cuanto al marcaje propiamente del CaOx, se ha trabajado tanto en
tejidos animales como en tejidos vegetales. El primer reporte se realiz6 en animales,
en donde se plante6 la modificacion del protocolo original de von Kossa,
agregandole una digestion para el carbonato de calcio y el fosfato de calcio, que
son las sales mas abundantes y comunes en tejidos animales, con acido acético al
5% v/v por 30 min, seguido del marcaje argentafin del CaOx, que segun Yasue (1)
resiste la digestion con acido acético, con nitrato de plata, y una potenciacion de la
tincion con la solucién saturada ditioxamida en alcohol etilico de 70% v/v, con dos
gotas de amoniaco por cada 100 mL de solucién (1). El protocolo se puso a prueba
al correr junto con sus muestras controles positivos y negativos para carbonato de
calcio, CaOx, y fosfato de calcio, y realizando sus digestiones con diferentes tipos

de acidos inorganicos a distintas concentraciones.

Este mismo protocolo de von Kdssa, modificado por Yasue (1), se puso a prueba
en el marcaje de CaOx en plantas, con buenos resultados. McKenzie & Schultz
(112) lo pusieron a prueba en Panicum maximum, P. bisulcatum y en Digitaria
sanguinalis, todas especies de la familia Poaceae. Los autores, de igual forma,
corrieron controles positivos y negativos para el CaOx, marcando y caracterizando
los cristales a nivel histologico (112). Macnish et al. (18) también emplearon este
protocolo en Chamelaucium uncinatum (Myrtaceae), logrando la identificacion de
los cristales de CaOx en sus cortes histolégicos, y con microscopia electrénica,

espectroscopia de rayos X, y otras técnicas para la caracterizacion de cristales.
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6. El clima de Costa Rica.

Costa Rica se encuentra en el cinturon del Trépico Ecuatorial con una latitud media
de 10° Norte, y posee una estacion seca y una lluviosa. La variacion térmica
mensual es de menos de 4°C, y las costas son afectadas por las Corrientes Costales
del Pacifico Costarricense. Debido a la posicién latitudinal del pais, los sistemas
atmosféricos son determinados por la Zona con Convergencia Intertropical, los

frentes frios, las olas del este, y por las brisas marinas y terrestres (113,114).

En términos generales la época seca en el pais se extiende de diciembre a abril, y
la lluviosa de mayo a noviembre. El promedio de la temperatura anual varia desde
los 27.6°C en la costa Norte de Puntarenas, 26°C en la costa del Caribe, hasta los
6°C en el Cerro Chirripd, y hasta 35°C en la provincia de Guanacaste (113,114). El
gradiente térmico anual es de -5.7°C por cada 1000 m de incremento altitudinal en
la vertiente Pacifica, y de -5.2°C en la vertiente Caribe. El promedio de la variacion
mensual de temperatura no excede los 4°C entre los meses de marzo o abril, que
son usualmente los meses mas calientes del afio, ni en el mes de noviembre, que

suele ser el mas frio (114).

En ausencia de cobertura nubosa, el sol se mantiene sobre el horizonte por 11.41
horas en el solsticio de invierno, el 22 de diciembre, y por 12.58 horas en el solsticio
de verano, el 21 de junio. Sin embargo, entre los 600 msnm a los 2.200 msnm, las
horas de luz solar directa se reducen al menos un 50%. El &mbito de radiacion solar
en el décimo paralelo varia entre 37.5 MJ/m? en abril, a 30.7 MJ/m? en noviembre.
Sin embargo, el promedio diario medido en la estacién seca es de 23 MJ/m?, con

un minimo de 13 MJ/m? en sitios muy nubosos (114).

La precipitacion anual varia desde los 1300 mm en el clima seco de la Provincia de
Guanacaste, a los 7467 mm en la cuenca del Rio Grande de Orosi, en la vertiente
Caribe. Y el promedio mensual de humedad relativa varia entre el 65% y 90%, el
promedio por hora varia entre el 52% al 98% (114).

La region climética de las planicies del Pacifico Norte incluye la cuenca del Rio
Tempisque, la Peninsula de Nicoya, y parte de la franja costera del este del Golfo
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de Nicoya de acuerdo con el régimen de precipitacion y es una zona de ligera a
moderadamente arida, pero con una sequia no tan severa como en las planicies y
colinas de la Provincia de Guanacaste (114). Guanacaste es la provincia en donde
se alcanzan temperaturas maximas de hasta 35°C, que posee vegetacion
caracteristica de bosque tropical seco, y presenta sequias frecuentes en muchas
localidades de la provincia (113). Debido a estas caracteristicas de la provincia de
Guanacaste, los cultivos de pitahaya que se encuentren en exposicion directa y
continua de radiacion solar, al ser naturalmente plantas hemiepifitas, pueden sufrir
gquemaduras solares, que pueden generar la necrosis del tejido caulinar, y por ello
se recomienda colocarles una cubierta que les brinde una sombra relativa
(28,29,48,65).

7. Tratamiento a la sombra en pitahaya.

El estrés abiotico causado por la exposicion a radiacion solar directa y continua a
las plantas de pitahaya genera respuestas morfoldgicas para tratar de contrarrestar
o protegerse de la radiacion solar excesiva y sus efectos. Una de estas respuestas
puede ser modificar la distribucién y cantidad de cristales de CaOx en su epidermis

y parénquima (14,66).

Debido a esto, en cultivos expuestos en una zona con alta radiacion solar se
emplean sombras naturales, como arboles que protejan a las plantas de pitahaya
de la radiacion, o sombras artificiales, como saranes con diferentes porcentajes de
sombra, para cumplir dicho objetivo. En varios estudios en H. undatus, en los cuales
emplearon saranes como sombras artificiales, los cultivos respondieron de buena
manera a una sombra del 40%, en Selenicereus megalanthus (Cactaceae) a una
sombra de entre el 40% al 60%, y en Hylocereus polyrhizus (Cactaceae) a una
sombra del 50%, con los que mantuvieron similares su patron de floracion 6ptimo,
el contenido de azUcares y minerales de la pulpa de los frutos, y evité la formacién

de quemaduras solares a nivel del tallo de la planta (28,29,48).
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I. CAPITULO lll: MARCO METODOLOGICO

1. Descripcion general de la estrategia metodologica.

Este proyecto de tesis forma parte del proyecto de investigacion “Estudio de la
acumulacion de cristales de oxalato de calcio y de la expresiéon de genes
relacionados con su sintesis en pitahaya (H. costaricensis)” VI-734-B7-074”, inscrito

en la Vicerrectoria de Investigacion de la Universidad de Costa Rica.

Es una investigacion experimental donde se describe la cantidad y distribucion de
cristales de CaOx en el tallo de H. costaricensis como marcadores de estrés abibtico
de acuerdo con el grado de exposicion solar, que servird como base para los analisis

de expresion génica del proyecto VI-734-B7-074.

Para el desarrollo de la investigacion se realizaron muestreos sistematicos del color
de los cladodios de H. costaricensis, y de muestras de tejidos del cladodio para el
analisis histoldgico del CaOx, asi como para el analisis de digestion enzimatica con
pectinasa para la cuantificacion de cristales de CaOx por volumen y masa del tejido

del cladodio.

Una vez realizado el marcaje histoquimico del CaOx, se tomaron microfotografias
de las muestras y se analizaron con el analisis del vecino mas cercano, basado en
la Prueba de Hines, para determinar la distribucion espacial de los cristales de CaOx
por medio del coeficiente de dispersiéon obtenido con el andlisis estadistico de las
distancias existentes entre los cristales. También se contabilizaron la cantidad de
cristales por volumen y masa de muestra, obtenidos con la digestién enzimatica con

pectinasa, con un hemocitometro Neubauer.

Finalmente, con estos datos cuantitativos se realizé la comparacion de los datos
obtenidos del analisis microscépico de los cristales de CaOx, y de la concentracion
de cristales de CaOx por volumen y masa de tejido obtenidos con digestidon

enzimatica con pectinasa.
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2. Descripcion de la metodologia de cada experiencia investigativa.
2.1. Sitio de estudio.

La investigacion es de tipo experimental y se realizé en dieciocho meses calendario,
en la ciudad de Liberia, Guanacaste, Costa Rica, en la comunidad de El Salto, en la
finca “El Salto de Liberia”. Las coordenadas geogréficas de la finca son: 10°35'00.4”
N, 85°22'57.4” O.

El trabajo de campo en la finca se realiz6 de febrero del 2018 a abril del 2018. El
trabajo en el laboratorio se realizé entre abril del 2018 y febrero del 2019 en el
Centro para Investigaciones en Granos y Semillas (CIGRAS) de la Universidad de
Costa Rica. El analisis de los datos y redaccién del manuscrito se realizé entre
febrero del 2019 y agosto del 2019.

3. Definicion y operacionalizacion de las variables del estudio.

Enlos cuadros 1y 2 se especifica la definicién y operacionalizacion de las variables

de estudio de los objetivos especificos 1y 2, respectivamente.

4. Definicién de los procedimientos de recoleccién de informacion

4.1. Tipo de muestreo.

La finca tiene media hectarea sembrada con H. costaricensis. Las plantas se
encontraban sembradas en postes de cemento, y en un mismo poste puede haber
mas de una variedad, ya sea Rosa, San Ignacio, Orejona, o Lisa. Los postes
estaban acomodados en filas compuestas por 23 postes. En una misma fila las
plantas estaban separadas entre ellas por 2.5 m de distancia, y las filas estaban

separadas por 3.5 m de distancia entre ellas.

Las plantas de pitahaya de la finca se encontraban casi todas expuestas a radiacion
solar directa a lo largo del dia. Sin embargo, hubo algunas plantas bajo la sombra
de arboles. Por ello, para realizar un muestreo significativo, para comparar plantas
gue se encontraban expuestas al sol, con respecto a aquellas bajo sombra, se
colocaron saranes distribuidos a lo largo de la plantacion que les conferia una

sombra del 50% a 30 plantas.
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Cuadro 1. Definicién y operacionalizacion de las variables del objetivo especifico 1.:

“Describir diferencias morfolégicas macroscopicas y microscopicas en 30 plantas

de H. costaricensis que crecen a mayor y menor intensidad luminica”.

las 10:30y
las 11:00

Variables Tipo de Definicién Indicadores Instrumento | Unidad de
variable conceptual medida
Porcentaje de | Cuantitativo | Porcentaje de | Promedio del Sensor de Porcentaje de
humedad continuo agua disuelta | porcentaje de | porcentaje humedad
relativa al lado enla humedad de humedad | relativa
de las plantas atmosfera al relativa al lado | relativa del
que forman lado de las de las plantas | LabChart
parte del plantas que de pitahaya
experimento forman parte | bajo el
del tratamiento a
experimento la sombray
tomado entre | bajo radiacion
las 10:30 y luminica
las 11:00 directa
Temperatura Cuantitativo | Nivel térmico | Promedio de Sensor de Grados
(°C) al lado de | continuo de la la temperatura | temperatura | centigrados
las plantas que atmosfera al al lado de las | del LabChart
forman parte lado de las plantas de
del plantas que pitahaya bajo
experimento forman parte | el tratamiento
del ala sombray
experimento bajo radiacién
tomado entre | luminica
las 10:30y directa
las 11:00
Radiacién Cuantitativo | Cantidad de Promedio de Sensor de Lux
solar al lado de | de razon energia la radiacion radiacion
las plantas que irradiada por | solar al lado solar del
forman parte el sol a una de las plantas | LabChart
del superficie de pitahaya
experimento determinada bajo el
de las plantas | tratamiento a
que forman la sombray
parte del bajo radiacion
experimento luminica
tomado entre | directa
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Continuacion del Cuadro 1.

Radiacién Cuantitati | Radiacion Promedio de la | Sensor de pmol*m—2*
fotosinteticame | vo de integrada de | radiacién radiacién 52
nte activa al razén las fotosinteticame | fotosinteticame
lado de las longitudes nte activa al nte activa del
plantas que de onda que | lado de las LabChart
forman parte son capaces | plantas de
del experimento de producir | pitahaya bajo el
fotosintesis | tratamiento a la
en sombra y bajo
organismos | radiacion
vegetales al | luminica directa
lado de las
plantas que
forman
parte del
experimento
Color Cuantitati | Longitudes Color segun el Colorimetro
va de onda sistema LAB digital L=luminosid
continua reflejadas ad
por la A= posicion
superficie entre el rojo
del cladodio y el verde
de B= posicion
Hylocereus entre el
costaricensi amarillo y el
s azul
Caracteristicas | Cualitativa | Morfologia y | Caracteristicas | Microscopio de | Cualitativa
citoplasmaticas contenido citoldgicas luz
citoplasmati
co
Caracteristicas | Cualitativa | Morfologiay | Caracteristicas | Microscopio de | Cualitativa
nucleares tincion citoliticas luz
nuclear
Homogeneidad | Cualitativa | Morfologia 'y | Caracteristicas | Microscopio de | Cualitativa
celular distribucién | histolégicas y luz
de las citologicas
células alo
largo de las
diferentes
capas de
tejido
Numero de Cuantitati | Numero de | Promedio de Cuantificacion Numero de
botones florales | vo de botones botones florales | visual directa botones
razon florales por | de las plantas florales /
poste que de pitahaya poste
forma parte | bajo el

del
experimento

tratamiento a la
sombray bajo
radiacion
luminica directa
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Continuacion del Cuadro 1.

NUmero de Cuantitativo | Nomero de | Promedio de Cuantificacion Namero
frutos de razén frutos por frutos al lado de | visual directa de frutos
poste que las plantas de / poste
forma parte | pitahaya bajo el
del tratamiento a la
experimento | sombra y bajo
radiacion
luminica directa

Fuente: elaboracion propia.

Los saranes se colocaron en el mes de febrero del 2018, y se mantuvieron hasta el
final del experimento. En el mes de abril del 2018, en plena estacion seca, se realizo
un muestreo sistematico de 30 plantas de pitahaya expuestas a radiacion solar
permanente a lo largo del dia, y 30 plantas que se encontraban bajo sombra de
saran de 50% sombra. El muestreo se hizo de forma sistemética de la fila 2 a la fila
7, que poseian plantas de H. costaricensis de entre tres y cuatro afios, tomando en
cuenta solamente las plantas completamente expuestas a radiacion solar durante
todo el dia (Fig. 1).

Los primeros tres postes de las filas con nimeros pares eran de plantas expuestas
a radiacion solar directa durante todo el dia. Se dejaron dos o tres postes de
espacio, y los tres postes siguientes de cada columna se cubrieron con saran de
50% sombra. Para evitar la sombra producida por las casas de saran a lo largo del
dia en las plantas que deben estar expuestas a radiacion luminica directa. Este
patron sistematico de muestreo se siguié a lo largo de todas las filas pares. En el
caso de las filas con numero impar, los primeros tres postes fueron cubiertos con
saran, se dejaron dos o tres postes de espacio para evitar la sombra generada por
las casas de saran, y se tomaron las tres plantas siguientes como plantas expuestas
a radiacion solar directa durante todo el dia, y asi consecutivamente con los demas

postes de cada fila (ver Fig. 1y Fig. 2).

Como se observa en la figura 1, la primera fila de postes, la primera columna, la fila
ocho y la dltima columna de postes, no formaron parte del muestreo para tratar de
disminuir el efecto borde al que pudieran haber estado expuestas. Ademas, los

postes 2 y 3 de las filas 3, 4 y 5, y los postes del 11 al 22 de las filas 6 y 7, no se
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tomaron en cuenta dentro del muestreo debido a que se encontraban bajo algun

porcentaje de sombra producida por arboles cercanos. Ademas, se dejaron dos o

tres postes de espacio entre cada trio de plantas expuestas al sol y cubiertas por

saran para asegurarse que la sombra generada por las casas de saran no afectara

en ningun momento del dia a los trios de plantas expuestas al sol.

Columna 1
Columna 2
Columna 3
Columna 4
Columna 5
Columna 6
Columna 7
Columna 8
Columna 9
Columna 10
Columna 11
Columna 12
Columna 13
Columna 14
Columna 15
Columna 16
Columna 17
Columna 18
Columna 19
Columna 20
Columna 21
Columna 22
Columna 23
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Fig. 1. Distribucion espacial en filas y columnas de las plantas de H. costaricensis

en la finca El Salto de Liberia. Se muestra el patron sistemético de muestreo

empleado para la toma de muestras de plantas expuestas al sol (amarillas) y plantas

bajo sombra (gris).

Fuente: elaboracion propia.
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Fig. 2. Vision general de la distribucion de los saranes de 50% de sombra sobre las

plantas de pitahaya en la Finca El Salto de Liberia, Costa Rica.

Fuente: elaboracion propia.

De cada uno de los postes con plantas que se encontraban dentro del estudio se
tomo el cladodio plagiotrépico que se encontraba mas cercano al punto cardinal
norte, sur, este y oeste, para realizar la toma de muestras.
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Cuadro 2. Definicién y operacionalizacion de las variables del objetivo especifico 2:

“Describir la cantidad y distribucién de cristales de CaOx en 30 plantas de H.

costaricensis que crecen a mayor y menor intensidad luminica”.

Variables Tipo de Definicién Indicadores | Instrumento Unidad de
variable conceptual medida
Cristales de | Cualitativa Cristales de Controles Microscopio de | Controles
oxalato de oxalato de positivos y luz positivos,
calcio calcio muestras negativos, y
marcados de con CaOx muestras
color negro por | Von Késsa experimentales
la reaccién de positivos.
Von Kossa Controles
negativos
Von Késsa
negativos
Areatotal de | Cuantitativa | Area de Promedio Microscopio de | vy =
cristales de cristales de del areade | luz 142.86 b
CaOx CaOx cristales de _—
presentes por CaOx por Lx
microfotografia | muestra de
a X200 cladodio
Distribucién | Cualitativa Patrén de Prueba de Microscopio de | h*
espacial de y distribucion en | aleatoriedad | luz y analisis _ _1 (b*
los cristales | cuantitativa | el espacio de de Hines. del vecino mas | — tan (;)
de CaOx continua los cristales de cercano.
CaOx
Presencia Cualitativa Cristales de Presencia Microscopio de | Presencia de
total de CaOx conuna | decristales |luzy cristales
cristales morfologia en de CaOx microscopia prismaticos de
prismaticos bloque, prismaticos | electronicade | CaOx
de CaOx romboédricos o | por muestra | barrido (SEM).
con forma de de cladodio
prisma por
microfotografia
a X200
Presencia de | Cualitativa Presencia de Presencia Microscopio de | Presencia de
cristales cristales de de cristales | luz'y SEM. cristales
puntiformes CaOx conuna | de CaOx puntiformes de
de CaOx morfologia puntiformes CaOx
angular, por muestra
pequefios que | de cladodio
poseen una
apariencia
puntiforme
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Continuacion del Cuadro 2.

Presencia de | Cualitativa Presencia de Presencia Microscopio de | Presencia de
cristales cristales de de cristales | luz'y SEM. cristales
aciculares CaOx conuna | de CaOx aciculares de
de CaOx morfologia aciculares CaOx

acicular (forma | por muestra

de aguja), de cladodio

también

llamados

rafidios por

microfotografia

a X200
Presencia de | Cualitativa Presencia de Presencia Microscopio de | Presencia de
cristales de cristales de de cristales | luz'y SEM. cristales de
CaOx en CaOx en de CaOx en CaOx en drusa
drusa conglomeracién | drusa por

de cristales muestra de

multifacéticos cladodio

por

microfotografia

a X200
Numero de Cuantitativa | Nimero de Promedio Hemocitometro | Cristales por
cristales de de razén cristales de del nimero y microscopio mL™" (ver la
CaOx por CaOx de cristales | de luz formula en la
mL™! presentes en de CaOx por secciéon de

16 cuadros de | mL™" por Cuantificacion

0.0625mm? del | muestra de de cristales de

hemocitdmetro | cladodio CaOx por

Neubauer maceracion)

obtenidos por

medio de la

digestion

enzimatica con

pectinasa
Numero de Cuantitativa | Nimero de Promedio Hemocitometro | Cristales por
cristales de | de razon cristales de del nimero | y microscopio | g™ (ver la

aOx por CaOx de cristales | de luz formula en la

g presentesen 1 | de CaOx por seccion de

g de tejido de g’ por Cuantificacion

cladodio de muestra de de cristales de

pitahaya cladodio CaOx por

obtenidos por maceracion)

medio de la

digestion

enzimatica con

pectinasa

Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Factores abidticos.

Durante la recoleccion de las muestras se realizd la medicion de los factores
abidticos de la atmésfera al lado de cada una de las plantas que forman parte del
experimento. Estas mediciones se realizaron entre las 10:30 y las 11:00 con la
interfaz computacional independiente LabQuest (Spectra QEST America Corp.,
Sacramento, Estados Unidos). Los factores abiéticos medidos fueron: temperatura,
porcentaje de humedad relativa, radiacion fotosintéticamente activa y radiacion

solar total.

4.3. Parametros de color superficial medidos en los cladodios de

pitahaya.

De cada una de las plantas que formaron parte del experimento se tomaron
mediciones del color de sus cladodios con un colorimetro de superficie marca FRU®
MODELO wr-10 (Shenzhen Wave Optoelectronics Technology Co., Ltd, China.),
gue indica los valores de color en el sistema CIELAB y sus coordenadas L*a*b*.
Con el colorimetro se tomaron los datos de color del cladodio plagiotropico que se
encontraba mas cercano a los puntos cardinales norte, sur, este y oeste. De cada
uno de estos cladodios se realizo la medicion de color en un punto de la base, del

medio y de la cumbre del cladodio, que se encontraba perpendicular al sol cenital.

Ademas, con las coordenadas L*a*b* se calcul6 el indice de la abundancia del color

amarillo (Y1), segun la Ecuacion 1y el angulo de Hue segun la ecuacion 2 (115):

Ecuacion 1. indice de la abundancia del color amarillo.

_ 142.86 b+
=—

Yl

Ecuacion 2. Angulo de Hue.

* = tan™! (2) (115).
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4.4. Fijacion y procesamiento con fines histolégicos.

De los mismos cladodios muestreados en la medicion de color, se tomaron al azar
tres de los cuatro puntos cardinales. De cada cladodio se tomé un corte transversal
de 0,5 cm de ancho por 2,0 cm de largo de una de las costillas del cladodio cuya
superficie se encontraba perpendicular al sol cenital. Igualmente, de las plantas que
se encontraban bajo la sombra del saran, se tomo un corte transversal de 0,5 cm
de ancho por 2,0 cm de largo de uno de los vértices del cladodio cuya superficie se
encontrara perpendicular al sol cenital, de la zona basal del cladodio. Ademas, se
tomo6 una muestra de 5,0 cm? de cada costilla del cladodio, la cual fue congelada
inmediatamente en nitrégeno liquido, y posteriormente fue transferida a una camara

de refrigeracion de -40° C para el andlisis de contenido de clorofila y carotenoides.

Una vez tomadas las muestras para histologia, se colocaron en cassettes de
procesamiento histolégico en el laboratorio de histologia del CIGRAS. Se fijaron
inmediatamente por medio quimico con inmersién en la solucién fijadora F.A.A.
(compuesto por 10 % v/v de formalina al 37% v/v, 5 % de acido acético glacial, y
85% de alcohol etilico al 70% v/v), por un periodo de 48 horas a temperatura
ambiente (53). Una vez finalizado el periodo de fijacion, se procedi6é a procesarlas

para fines histologicos.

Para el procesamiento histolégico de las muestras, se aceler6 el intercambio
guimico intratisular en los cambios de alcohol y xileno, por aumento de la
temperatura y la cinética molecular empleando microondas, en cada una de las
soluciones con las muestras inmersas en el reactivo, a un rango de 50 °C a 60 °C
(116,117). Luego las muestras se deshidrataron en una serie creciente de alcohol
etilico, 70% v/v por 5 min, 80% v/v por 5 min, 90% v/v por 5 min, 95% v/v por 10
min, y 2 cambios en alcohol anhidrido por 10 min. Seguidamente las muestras se
aclararon en un cambio en la solucién de xileno:alcohol anhidrido en una proporcién
1:1, y en dos cambios de xileno puro, cada uno por 10 min. Posteriormente, se
procedi6 a realizar la infiltracion en Paraplast Plus®. Se realizdé un cambio en una

solucién de xileno:paraplast en una proporcién 1:1, por 40 min incubadas en estufa
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a 60 °C y luego dos cambios en paraplast puro por 60 min incubadas en estufa a 60
°C (50,53).

45. Corte micrométrico.

Una vez finalizado el procesamiento histolégico de las muestras, se procedié a
incluir las muestras en Paraplast Plus® (52). Cada una de las muestras se coloco
en un molde metdlico de inclusién histolégica, con un tamafio correspondiente al
tamafio de la muestra, se orientd de la forma adecuada, para garantizar la
observacion de las estructuras de interés en el corte micrométrico posterior, y luego
se procedio a rellenar los moldes con parafina y se enfriaron en un bafio de agua
corriente con hielo en refrigeracién a 4°C por al menos 10 min. Una vez enfriados,
se despegaron los bloques de parafina de los moldes metalicos, y se quitaron los

excesos de parafina de los bordes del bloque (50,53).

Se procedid a realizar dos cortes micrométricos por cada muestra. Los bloques se
enfriaron por al menos 10 min en un congelador a -15 °C, y se cortaron en un
microtomo de rotacién tipo Minot marca Reichert 820H modelo HistoStat (el
proveedor original es Reichert-Jung, actualmente la marca pertenece a Leica®,
Wetzlar, Alemania), a un grosor de 8 um. Los cortes se extendieron en un bafio de
flotacion de agua destilada entre 40 °C y 45 °C, y se recogieron en un portaobjetos
esmerilado, los cuales fueron posteriormente incubados en una estufa a 60°C por
al menos 1 hora (50,52,53).

4.6. Desparafinizacion y tinciones.

Una vez finalizado el proceso de incubacion, las laminas se desparafinaron en una
bateria de tincion con dos cambios de xileno por 2 min cada uno, y se hidrataron
por una serie decreciente de alcoholes etilicos, dos de alcohol anhidrido, alcohol
etilico al 95% v/v, y alcohol etilico al 70% v/v, cada uno por 2 min, y finalmente se

hidrataron completamente en agua corriente por 5 min (50,52,53).

Se realizé la tincion topografica de azul de toluidina (AT) al 0.01 % m/v disuelta en

una solucion acuosa saturada con acido borico para cada una de las muestras. Se
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colocaron las laminas en el AT por 25 min, se lavaron rapidamente en agua corriente

para eliminar los excesos de colorante (53).

Ademas, se realizo la tincidn funcional de Von Késsa (25) modificada por Yasue (1).
Para ello, cada una de las muestras se lavé en tres cambios de agua destilada por
2 min cada uno. Las muestras se colocaron en acido acético glacial al 5 % m/v por
30 min para disolver otras sales de calcio distintas al CaOx. Es muy importante que
las canastillas de tincidn que se usaron para esta tincion fueran de plastico o de
vidrio. Luego se colocaron en una solucion de nitrato de plata al 5% v/v por 20 min,
y se lavaron con agua destilada por 5 min. Posteriormente se colocaron en la
solucion saturada de ditioxamida disuelta en alcohol etilico al 70% afiadiendo dos
gotas de amoniaco por cada 100 mL. Luego se lavaron por 2 min en una disolucién
de alcohol etilico al 50% v/v. Finalmente, las laminas se contratifieron con eosina al

0.2% m/v en solucion acuosa (1,9,18,53).

Una vez teiidas las muestras, tanto las que fueron tefiidas con AT como las
marcadas con la técnica de Von Kd@ssa, se deshidrataron en un cambio de alcohol
etilico al 95% v/v y en dos cambios de alcohol anhidrido, cada cambio de 2 min cada
uno. Luego se aclararon en dos cambios de xileno, y se montaron de forma
permanente en medio soluble en xileno marca Leica® (Wetzlar, Alemania), y se

dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas (50,52,53).

Finalmente, las muestras se observaron en un microscopio invertido Olympus 1X51
(Tokio, Japdn), y las micrografias se tomaron en este microscopio con una camara
Olympus DP71 (Tokio, Japon).

4.7. Andlisis histoldgico.

A. Caracteristicas histoldgicas y citolégicas de los tallos de pitahaya.
En primera instancia se describié la morfologia microscépica de las estructuras
generales, las capas de tejido y las caracteristicas del nucleo y del citoplasma de
los diferentes tipos de células de cada una de las muestras por medio de la

observacion directa en el microscopio de luz Olympus IX51 de cada una de las
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muestras tefiidas con AT a aumentos de 40X, 100X, 200X y 400X. Se compars con

los reportes previos en otras especies de cactus (118-124).

B. Marcaje de los cristales de CaOx en tallos de pitahaya.
El marcaje de los cristales de CaOx se realiz6 por medio de la técnica de Von Késsa
(25) modificada por Yasue (1).

Para cada corrida de tincion de Von Késsa que se realizd, se corrié un control
positivo de CaOx (99.9% puro, Sigma-Aldrich, CAS: 563-72-4, Darmstadt,
Alemania), y uno negativo a CaOx que consistié en una muestra de CaOx (99.9%
puro, Sigma-Aldrich, CAS: 563-72-4, Darmstadt, Alemania) a la cual se le aplicé un
tratamiento con HCI al 5% v/v por 30 min antes de la aplicacién de la tincién de Von
Késsa, para comprobar la especificidad del marcaje del método de Von Kossa
modificado (1).

C. Andlisis de las morfologias de los cristales de CaOx en tallos de
pitahaya.

Para realizar este andlisis se utilizo SEM. Para ello se emplearon cinco muestras
representativas de cada uno de los tratamientos, las cuales corresponden a las
muestras parafinadas empleadas para el analisis en microscopia de luz. Estas se
cortaron a 50 um de grosor, se montaron sobre un portaobjetos, se incubaron en
una estufa a 60 ° C, y se desparafinaron e hidrataron como se indic6 en la seccién
anterior, con la diferencia que los tiempos en cada uno de los pasos fue de 20 min
cada uno, y las soluciones fueron calentadas entre 50 a 60°C en microondas, para

asegurar la correcta desparafinizacion de los cortes.

Posteriormente, las muestras se colocaron en acido acético glacial al 5 % m/v por
30 min para disolver otras sales de calcio distintas al CaOx. Se lavaron por 10 min

en agua destilada, y se incubaron en una estufa a 60 °C por al menos 1 h.

Luego las muestras se montaron en bases de aluminio, pegandolas con una cinta
de carbono de doble cara, se cubrieron con una capa de oro-paladio, y se analizaron
en el microscopio Hitachi S-3700 (Tokio, Japdn) en el Centro de Investigacion de
Estructuras Microscépicas (CIEMic) de la Universidad de Costa Rica.
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Cada cristal de CaOx se categorizé como: 1. Cristal prismatico (a los cristales en
bloque, romboédricos o con forma de prisma), 2. Cristales puntiformes (a los
cristales angulares pequefios que poseen una apariencia como de arena), 3.
Cristales en aciculares o rafidios, 4. Cristales en drusa (a la conglomeracién de
cristales multifacéticos) de acuerdo a la morfologia de los cristales individuales que
la componen (5,6). También se buscOé determinar si estas morfologias se
encontraban en todas las zonas del tejido del tallo en los tratamientos al sol y a la

sombra o s6lo en algunas.

D. Composicion elemental y estado de hidratacion delos cristales de CaOx

en cladodios de pitahaya.
Para los analisis de composicién elemental y estado de hidratacién se emplearon
las mismas muestras que para SEM, con la Unica diferencia que en este caso no se

recubrieron con oro-paladio.

Cada una de las morfologias analizadas con SEM se analiz6 en el microscopio
Hitachi S-3700 con un detector de rayos X de IXRF Systems modelo 550i (Tokio,
Japon), para determinar su composicién elemental y comprobar que fueran

realmente cristales de CaOx.

Posteriormente, las mismas muestras analizadas con rayos X se analizaron por
espectroscopia RAMAN en el WITec alpha300 R (Ulm, Alemania), en el Centro de
Investigacion en Ciencia e Ingenieria de Materiales (CICIMA) de la Universidad de
Costa Rica. El equipo se empled a una potencia variable de entre 5y 15 mW, con
un laser de 532 nm. Cada una de las morfologias observadas en SEM se analiz6
para verificar que estuvieran compuestos por CaOx y determinar su estado de
hidratacion (CaOx monohidrato [whewelita] o CaOx dihidrato [Weddellita]).

En las microfotografias de microscopia de luz se documento la localizacion relativa
celular de los cristales a nivel histolégico, ya fuera en la epidermis del cladodio, en
el parénquima cortical, o en el parénquima medular, y a nivel citoplasmatico en la

region periférica o central de la célula.
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E. Cuantificacion de los cristales de CaOx en tallos de pitahaya.

Para determinar la cantidad de cristales de CaOx y su patron de distribucion, se
analizaron cinco microfotografias de cada una de las muestras a 200X con el
software ImageJ (125). Aqui se analiz6 la cumbre de la costilla del tallo muestreado,
gue se refiere a la cresta de la costilla cladodio, que es la zona mas alejada del haz
vascular central de cada una de las costillas del cladodio, también zona cortical, que
se refiere a la corteza subepidérmica de las costillas del tallo; y la zona medular,
que se refiere a la zona central de las costillas del tallo.

Cada una de las microfotografias de las muestras tefiidas con la técnica de Von
Kossa (25) modificadas por Yasue (1) se analizaron con el programa ImageJ de
forma automatizada. En primera instancia se establecio la escala de la
microfotografia. Se ingreso a las pestafias de Edit — options — colors y se verifico
gue el fondo establecido fuera negro y el frente blanco. Se ingresé a las pestafas
de Plugins — macros — record. Se ingreso a las pestafias de Image — adjust — color
threshold, donde color threshold se coloc6 como B&W. Se ajustaron los valores de
la ventana desplegada tratando de que todos los cristales de CaOx quedaran de
color blanco y todo el tejido de color negro, y una vez que esto se logro se le dio clic
sobre el botén macros. Se ingresé a las pestafias Analyze, analyze particles, se
seleccioné mostrar las opciones: Masks, Display results, Summarize, Include holes,
e in situ Show. Se copi6 el macro generado. Se ingreso a las pestafias Process —
Batch — Macro y en la ventana que se despliega se pegaron todos los comandos
gue se generaron en macros y se eliminaron las lineas de comandos “run("Color
Threshold...");” y “run("Close");” (los comandos del macros usados para este analisis
se encuentran en el Anexo 1). Posteriormente, en Macro, se seleccion0 la carpeta
en donde se encontraban todas las imagenes del analisis y la carpeta en donde el
programa guardara los datos resultantes y se le dio clic en el boton Process para

analizar de forma automatica todas las imagenes.

Después de que el programa analizé todas las imagenes segun los parametros
establecidos, se generd de forma automatica un archivo de Excel con todos los

resultados obtenidos.
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El parametro de cuantificacion empleado se tomo de la siguiente ecuacion:

Ecuacion 3. Porcentaje de cristales del area de cristales de CaOx por
microfotografia a 200X (% CaOx), siendo % CaOx = Porcentaje de cristales del area
de cristales de CaOx por microfotografia a 200X. ), CM = sumatoria de las areas de
los cristales de CaOx por microfotografia a 200X. Ar = éarea total de la

microfotografia a 200X.

2.CM

T

% CaOx = x 100

F. Andlisis de la distribucion espacial de los cristales de CaOx.
Para este analisis se utilizo ImageJ con el fin de determinar el patrén de distribucion
espacial de los cristales por microfotografia. Para ello se analizaron cuatro
imagenes representativas aleatorias de la cumbre de la costilla del tallo muestreado,
de la zona cortical, y de la zona medular del tratamiento al sol y del tratamiento a la

sombra.

Para cada una de las microfotografias se eligio un punto aleatorio y se midio la
distancia al cristal de CaOx que se encontraba mas cercano de este punto aleatorio.
A partir de este primer cristal, se midio la distancia al cristal mas cercano a este,
empleando un semicirculo, y asi consecutivamente hasta medir las distancias de 30
cristales por microfotografia. Con estas mediciones se construyd un cuadro con los
datos por microfotografia de x, que es la distancia en um al individuo observado, y
Z que es la distancia al vecino mas cercano de la forma en que se muestra en el
Cuadro 3.
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Cuadro 3. Ejemplo del cuadro con las distancias x y z para el analisis del vecino

mas cercano.

Punto de muestreo Distancia (x) al | Distancia (z) al vecino
individuo observado | mas cercano (um)
(Hm)

1 12.6 8.7

2 8.7 4.5

3 4.5 6.7

4 6.7 9.5

Una vez determinadas las distancias x y z se realizé la prueba de Hines (ht) para

aleatoriedad (126), como se muestra en la Ecuacion 4.

Ecuacion 4. Prueba de Hines. Donde ht es la prueba de Hines para aleatoriedad,
siendo T el muestreo, n es el tamafio de muestra, x; es la distancia del punto al

individuo, y z;es la distancia al vecino mas cercano (126).

_ 2n[2 X(xf) +X(27)]
T WZ S + 3@

Una vez que se obtuvo el valor de ht para cada microfotografia, este se comparo

con el valor ht de referencia a un n de 30 en la tabla de Hines y Hines (126). Si el
valor obtenido fue mayor al valor de referencia se consideré que la distribucién
espacial de los cristales era agregada, si era menor se considerd que la distribuciéon
era uniforme u homogénea, y si hr = a 1.27 se consider6 que la distribucion espacial
era aleatoria (126) (ver la definicion de distribucidon agregada, aleatoria y

homogénea en el Glosario).

Ademas, a las mismas cuatro imagenes representativas aleatorias de la cumbre de

la costilla del tallo muestreado, de la zona cortical, y de la zona medular del
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tratamiento al sol y del tratamiento a la sombra se les midi6 el numero total de
cristales por microfotografia a X200, y el promedio de cristal general de acuerdo con
las siguientes cinco categorias: [10,100] pum? para los cristales individuales
aciculares, y prismaticos pequefios; [100,1500] um? para los cristales prismaticos

grandes, y drusas pequefas; [1500,10000[ um? y [10000,0] um? para las drusas.
4.8. Cuantificacion de cristales de CaOx por digestion enzimética.

La cuantificacion de cristales por medio de maceracion se realizé de acuerdo con el
protocolo de extraccion y cuantificacion de cristales de Vifias y Jiménez (69). Para
ello se tom6 una muestra de 3 g de cada uno de los tallos de los que se tomaron los
cortes transversales para histologia. Posteriormente se incubaron por 5 horas a 120
rpm en 20 mL de Pectinasa 62L-P062L al 10% v/v (Biocatalysis, Cardiff, UK. Fuente:
Aspergillus sp.) a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se filtraron a través de
una malla con un tamafio de poro de 45 um de didmetro, y se centrifugaron por 9
min a 43 x g. El sobrenadante se descarto, y el pellet de cristales y detritos celulares
se resuspendié en 3 mL de sacarosa al 60% m/v, y tres cambios de 3 mL de agua
destilada. Luego se centrifugaron por 9 min a 43 x g después de cada cambio.

Finalmente, el pellet se resuspendio en 0.5 mL de agua destilada (69).

La cuantificacion se realiz0 colocando una gota de la resuspencion en un
hemocitometro Neubauer (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Alemania), y los cristales se
contaron de forma manual directa con un microscopio de luz Olympus IX51 (Tokio,
Japon) a 100X. La cantidad de cristales se calculé de la siguiente forma, segun
reportaron Vifas y Jiménez (69) para el calculo del nUmero de cristales por mL

(Ecuacién 5) y el nimero de cristales por gramo (Ecuacién 6):
Ecuacion 5. Cristales de CaOx por mL (Cr/mL).

Numero de cristales de CaOx total x 160000

Cr/mL = Nimero de cuadrados de 0.0625mm?
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Ecuacion 6. Cristales de CaOx por gramo (Cr/g). Siendo V; = volumen final. gtf =

gramos de tejido fresco.
Cr/g=Cr/mL x Vy (mL) / gtf

Para cada uno de los pasos del protocolo descrito se analizaron las sustancias que
se descartaron en cada uno de ellos para verificar que no se perdieran cristales de

CaOx por error.

4.9. Cuantificacion de clorofila y carotenoides en las zonas del tejido

caulinar de pitahaya.

La extraccion de clorofila y carotenoides se realizdé segun el protocolo de Deaquiz
(127) con la unica modificacion de que las longitudes de onda medidas fueron a:
662 nm, 645 nm, y a 470 nm, debido a que estas son las longitudes de onda
reportadas para la deteccién de clorofilas y carotenoides totales extraidos con
acetona (128). Para calcular la concentracion de clorofila a (Ca), clorofila b (Cb) y

carotenoides totales (C) se emplearon las siguientes ecuaciones (128):
Ecuacion 7. Cuantificacion de clorofila a.

ug
C, (E) = 11.24 Agg, — 2.04 Agys

Ecuacion 8. Cuantificacion de clorofila b.

ug
Cp (E) = 20.13 Agys — 4.19 Aggs

Ecuacién 9. Cuantificacion de carotenoides totales.

; (pg) ~ (1000 Ay7o — 1.90 C, — 63.14 Cp)

mL/ 214
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4.10. Comparacion de la floracion y produccion de frutos de los tallos

sometidos a los tratamientos al sol y ala sombra.

Durante la aplicacion del muestreo sistematico para la recoleccion de las muestras,
se realiz6 la cuantificacion manual directa del nUmero total de botones florales y de
frutos de cada una de las plantas que formaron parte de este experimento.

5. Definicion de los procedimientos y las técnicas de analisis.

La presente investigacion tuvo como fin describir la cantidad y distribucion de
cristales de CaOx en el tallo de H. costaricensis como marcador de estrés abibtico

de acuerdo con el grado de exposicion solar.

La descripcion de las caracteristicas microanatomicas de las muestras analizadas

se realiz6 de forma descriptiva.

Para analizar la cantidad de cristales de CaOx de acuerdo con las zonas de tejido
del tratamiento al sol y a la sombra se emple6 en primera instancia un analisis de
componentes principales (PCA) para ver el comportamiento general y las

correlaciones entre las variables analizadas.

Para analizar si los factores abioticos analizados diferian entre los tratamientos, se
empled el analisis de Wilcoxon con el programa estadistico R. Si estos factores no

diferian entre los tratamientos, se excluyeron de los analisis posteriores.

Para analizar la cantidad de cristales de CaOx de acuerdo con las zonas de tejido
del tratamiento al sol y a la sombra se empled el analisis estadistico de Tukey para
determinar si existieron diferencias entre las categorias con el programa estadistico
R. Este andlisis también se empleé para comparar el nimero total de botones

florales y frutos con respecto a los tratamientos al sol y a la sombra.

Ademas, la cantidad total de cristales de CaOx al sol y a la sombra obtenidos por
medio del analisis de microfotografias se compard con la cantidad obtenida por
medio del método de digestion enziméatica con pectinasa (69), por medio del analisis

de T-student con el programa estadistico R.
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Las mediciones de las microfotografias se realizaron con el programa ImageJ para
determinar el patron de distribucion, por medio del analisis del vecino mas cercano
y el andlisis de aleatoriedad de Hines (126) comparandolo con el valor de referencia

de Hines para un n = 30.

Finalmente, la cuantificacion de clorofila y carotenoides obtenidos y el nUmero de
cristales de CaOx por microfotografia, el tamafio promedio de cristales en las cinco
categorias, y la cantidad de los cristales a nivel de la cumbre de la costilla del tallo,
del tallo cortical, del tallo medular de acuerdo con el tratamiento, se analizaron con

la prueba estadistica de Krustal-Wallis en el programa estadistico R.
6. Consideraciones éticas

Para llevar a cabo la recoleccion de muestras vegetales y el desarrollo
experimental de la investigacion, se le solicitaron los permisos por escrito a la
propietaria de la Finca El Salto de Liberia y al Director del Centro para
Investigaciones en Granos y Semillas de la Universidad de Costa Rica para llevar a

cabo los experimentos en las instalaciones del Centro.
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[I. CAPITULO IV: RESULTADOS DE LA INVESTIGACION.

1. Factores abioticos.

Con respecto a los factores abidticos analizados dentro de cada uno de los
tratamientos, el porcentaje de humedad relativa no vari6 con respecto a los
tratamientos al sol y a la sombra (Z = 579.5, p = 0.06) (Fig. 3).
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Fig. 3. Comparacion del porcentaje de humedad relativa con respecto a los

tratamientos al sol y a la sombra aplicados a la pitahaya.

El promedio de temperatura tampoco varié con respecto a los tratamientos al sol y
a la sombra (Z = 495, p = 0.50) (Fig. 4). La radiacion fotosintéticamente activa si

vario con respecto a los tratamientos al sol y a la sombra. Como era de esperar, el
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promedio fue mayor en las plantas que se encontraban bajo el tratamiento al sol
comparado con las que se encontraban bajo las casas de saran (Z =870, p < 0.01)
(Fig. 5). De igual forma, la radiacion solar total fue mayor en las plantas que se
encontraban bajo el tratamiento al sol que en las que se encontraban bajo el
tratamiento a la sombra (Z = 900, p < 0.01) (Fig. 6).
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Fig. 4. Comparacion de la temperatura (°C) con respecto a los tratamientos al sol y

a la sombra aplicados a la pitahaya.
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respecto a los tratamientos al sol y a la sombra aplicados a la pitahaya.
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Fig. 6. Comparacién de la radiacién solar (lux) con respecto a los tratamientos al

sol y a la sombra aplicados a la pitahaya.

2. Parametros de color superficial medidos en los cladodios de pitahaya.

En cuanto a las variables de color medidas, se encontré que en el parametro L* las
plantas al sol tuvieron valores mayores que las plantas a la sombra en todos los
puntos cardinales: norte (Z = 718, p < 0.01) (Fig. 7 A), sur (Z = 840, p < 0.01) (Fig.
7 B), este (Z=794, p<0.01) (Fig. 7 C), y oeste (Z =725, p<0.01) (Fig. 7 D). En el
caso del parametro a*, también las plantas al sol tuvieron valores mayores que las
plantas a la sombra en todos los puntos cardinales: norte (Z = 694, p < 0.01) (Fig. 8
A), sur (Z =822, p<0.01) (Fig. 8 B), este (Z =790, p <0.01) (Fig. 8 C), y oeste (Z
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=786, p < 0.01) (Fig. 8 D). Con respecto al parametro b*, también las plantas al sol
tuvieron valores mayores que las plantas a la sombra en todos los puntos
cardinales: norte (Z = 718, p < 0.01) (Fig. 9 A), sur (Z = 800, p < 0.01) (Fig. 9 B),
este (Z =837, 58, p <0.01) (Fig. 9 C), y oeste (Z =716, p<0.01) (Fig. 9 D).
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Fig. 7. Comparacion de la coordinada de color L* con respecto a los tratamientos al
sol y a la sombra aplicados a la pitahaya de acuerdo con el punto cardinal de donde
se recolectd el cladodio correspondiente. A. Cladodio recolectado del norte. B.
Cladodio recolectado del sur. C. Cladodio recolectado del este. D. Cladodio
recolectado del oeste.
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Fig. 8. Comparacion de la coordenada de color a* con respecto a los tratamientos
al sol y a la sombra aplicados a la pitahaya de acuerdo con el punto cardinal de
donde se recolect6 el cladodio correspondiente. A. Cladodio recolectado del norte.
B. Cladodio recolectado del sur. C. Cladodio recolectado del este. D. Cladodio

recolectado del oeste.

57



l{
|
l

20

(o]
I I I I

Sol Sombra Sol Sombra

Tratamiento Tratamiento

(@
80
O
80

60
I
60
I

%
|

20
|
20
|

T T T T
Sol Sombra Sol Sombra

Tratamiento Tratamiento

Fig. 9. Comparacion de la coordenada de color b* con respecto a los tratamientos
al sol y a la sombra aplicados a la pitahaya de acuerdo con el punto cardinal de
donde se recolect6 el cladodio correspondiente. A. Cladodio recolectado del norte.
B. Cladodio recolectado del sur. C. Cladodio recolectado del este. D. Cladodio

recolectado del oeste.

Sin embargo, el pardmetro Y| algunas veces varid con respecto al punto cardinal y
otras veces no. En el caso de los cladodios recolectados orientados hacia el norte
no se encontré diferencia con respecto al tratamiento al sol y a la sombra (Z = 492,
p = 0.54) (Fig. 10 A), ni tampoco en los cladodios recolectados orientados hacia el
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oeste (Z = 488, p = 0.58) (Fig. 10 D). Pero si se encontré diferencia entre el
tratamiento al sol y a la sombra de los cladodios recolectados hacia el sur (Z = 597,
p = 0.03) (Fig. 10 B), y hacia el este (Z = 720, p < 0.01) (Fig. 10 C).
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Fig. 10. Comparacién del parametro de color Y| con respecto a los tratamientos al
sol y a la sombra aplicados a la pitahaya de acuerdo con el punto cardinal de donde
se recolectd el cladodio correspondiente. A. Cladodio recolectado del norte. B.
Cladodio recolectado del sur. C. Cladodio recolectado del este. D. Cladodio

recolectado del oeste.
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El parametro h* algunas veces varido con respecto al punto cardinal y otras veces
no. En el caso de los cladodios recolectados orientados hacia el norte no se
encontré diferencia con respecto al tratamiento al sol y a la sombra (Z = 350, p =
0.14) (Fig. 11 A), ni tampoco en los cladodios recolectados orientados hacia el sur
(Z =378, p=0.29) (Fig. 11 B), ni en los cladodios recolectados orientados hacia el
este (Z = 416, p = 0.62) (Fig. 11 C). Pero si se encontro diferencia entre el
tratamiento al sol y a la sombra de los cladodios recolectados hacia el oeste (Z =
210, p < 0.01) (Fig. 11 D).
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Fig. 11. Comparacién del parametro de color h* con respecto a los tratamientos al
sol y a la sombra aplicados a la pitahaya de acuerdo con el punto cardinal de donde
se recolectd el cladodio correspondiente. A. Cladodio recolectado del norte. B.
Cladodio recolectado del sur. C. Cladodio recolectado del este. D. Cladodio

recolectado del oeste.
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3. Analisis de Componentes Principales (PCA).

Para poder observar el comportamiento de los datos y las correlaciones entre las
diferentes variables categoéricas y cuantitativas se realizd el Andlisis de
Componentes Principales (PCA). Los factores abiéticos que no difirieron entre el
tratamiento al sol y a la sombra no se tomaron en cuenta dentro del analisis de PCA.
Para este analisis se tomaron en cuenta las primeras dos dimensiones generadas.
La primera dimension estd compuesta por las variables: promedio de PAR,
promedio de L*, promedio de a* y promedio de b*, y la segunda dimension esta
compuesta Unicamente por el % CaOx (ver Ecuacion 3) (Fig. 12).

La primera dimension explica el 56.4 % de la varianza de los datos, y la segunda
dimension explica el 20.1 % de los datos (Fig. 13 y Fig. 14). Como se puede
observar en la Fig. 14. el vector que representa el % CaOx (ver Ecuacion 3) es el
gue explica el mayor porcentaje de las variables, y los vectores del promedio de
PAR, promedio de L*, promedio de a*, y promedio de b* tuvieron un tamafio menor,
por lo que explican un menor porcentaje de la varianza de los datos. Se puede
observar que las variables promedio de PAR, promedio de L*, promedio de a*, y
promedio de b* al tener sus vectores muy cercanos indica que se encuentran

correlacionadas entre ellas.

Al analizar dentro de las dimensiones generadas por el PCA las otras variables
discretas del analisis, se observé su distribucion en las dimensiones agrupadas en
conjuntos. Al analizar los tratamientos al sol y a la sombra dentro de las dimensiones
del PCA se observé que, si bien hubo un traslape entre los conjuntos formados por
el tratamiento al sol y a la sombra, hubo un nimero importante de datos que no se
traslapan, lo que sugiere que puede que hubiera una diferencia importante de las

variables cuantitativas entre los tratamientos (Fig. 15).
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Fig. 12. Plot de correlacion entre las variables incluidas en el analisis de PCA (las
variables de color rojo de la izquierda de la figura) con las dimensiones generadas
(dimensiones de la 1 a la 5 que se encuentran representadas en la parte superior
de la figura) para el analisis de cristales de CaOx en tallos de pitahaya.
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Fig. 13. Porcentaje de varianza explicada por cada una de las dimensiones
generadas en el andlisis de PCA para el analisis de cuantificacion de cristales de

CaOx en tallos de pitahaya.
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Fig. 14. Resultado de las interacciones de las diferentes variables que componen la
primera y segunda dimension generadas en el andlisis de PCA para el analisis de
cuantificacion de cristales de CaOx en tallos de pitahaya. P_SA AT = % CaOx (ver

Ecuacion 3). prom.PAR = promedio de PAR. prom.b = promedio de b*. prom.a =
promedio de a*.
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Fig. 15. Resultado de las interacciones de las diferentes variables que componen la
primera y segunda dimension generadas en el analisis de PCA con respecto a los
tratamientos al sol y a la sombra al que fueron sometidas las plantas de pitahaya.
P_SA_AT = % CaOx (ver Ecuaciéon 3). prom.PAR = promedio de PAR. prom.b =

promedio de b*. prom.a = promedio de a*.
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Fig. 16. Resultado de las interacciones de las diferentes variables que componen la

primera y segunda dimension generadas en el analisis de PCA con respecto a la

zona de tejido en la cual se realizo la cuantificacion de cristales de CaOx en tallos

de piyahaya. P_SA AT = % CaOx (ver Ecuacion 3). prom.PAR =

prom.b = promedio de b*. prom.a = promedio de a*.

promedio de PAR.
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Fig. 17. Resultado de las interacciones de las diferentes variables que componen la
primera y segunda dimension generadas en el andlisis de PCA con respecto al
punto cardinal del que se tomé la muestra de tejido para cuantificar los cristales de
CaOx en los tallos de pitahaya. P_SA AT % CaOx (ver Ecuacion 3). prom.PAR =
promedio de PAR. prom.b = promedio de b*. prom.a = promedio de a*.

Al analizar la zona de tejido de los tallos de pitahaya en los cuales se estudiarion
los cristales de CaOx se encontr6 que hubo una separacion evidente entre los
conjuntos formados por la cumbre, la corteza y la médula del tallo, por lo que estas
variables pueden diferir de forma significativa entre ellas (Fig. 16). Con respecto al
punto cardinal del que se tomé cada muestra de tallo en la Fig. 17, se puede
observar que hubo un traslape entre todos los conjuntos formados por los puntos

cardinales, lo que siguiere que no hubo una diferencia significativa.
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4. Caracteristicas histologicas y citolégicas de los tallos de pitahaya.

La capa mas externa de los cladodios de pitahaya es una gruesa capa de cutina
(Fig. 18 A), la cual lo recubre para protegerlo contra factores exdgenos que puedan
dafiar el tallo, y para prevenir la pérdida de agua interna. Inferior a la capa de cutina
se encuentra una monocapa de células pequefias con escaso contenido
citoplasmatico que forma pequenias crestas (Fig. 18 A); en los valles de cada cresta
se encuentran células estomaticas acompafiadas de células guardas y una cavidad
subestomatica subyacente. Subsecuentemente se encuentra una capa de células
estratificadas subepidérmicas, en ocasiones llamada hipodermis, con una pared
celular muy engrosada cuyo citoplasma no se logra diferenciar de la pared celular
(Fig. 18 A). Subyacente a esta capa se encuentra la endodermis, que esta formada
por una capa aparentemente biestratificada de células ovoides un poco mas
grandes que las células epidérmicas, con escaso contenido citoplasmatico y pocos

ndcleos evidentes (Fig. 18 A).

La corteza del parénquima del tallo esta formada por células ovoides y redondas de
un tamafo mayor al de las células de la endodermis, las cuales tuvieron una pared
celular aparentemente heterogénea en la mitad de las células y homogénea en la
mitad restante. El contenido citoplasmatico de estas células es casi inexistente, la
mayoria no tuvo nucleos visibles, a causa de que el corte a 8 um evidencia
solamente una pequefia porcion de las células en las cuales la presencia 0 ausencia
del nlcleo es por azar. Esto se refiere a la probabilidad de obtener en un corte de 8
um de grosor el ndcleo que mide unos pocos micrometros, que se encuentra
inmerso en un citoplasma que puede tener mas de 50 um de diametro. Bajo estas
condiciones, es muy probable que el nlcleo se encuentre ausente en la mayor parte

de las células observadas en la microfotografia.

En la corteza se encuentran células mucilaginosas que tuvieron un gran tamafio,
gue aparecen poco en la corteza, y poseen un contenido interno de densidad
moderada con apariencia hialina. Finalmente, es importante resaltar que se
observan pequefias aglomeraciones de haces vasculares, cuya xilema se torna de

color cian con el azul de toluidina (Fig. 18 B).
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Fig. 18. Microfotografias representativas de las tres partes principales del tallo de la
pitahaya tefiidas con azul de toluidina. A. Microfotografia a X200 de la epidermis del
tallo de la pitahaya. B. Microfotografia a X200 de la corteza del tallo. C.
Microfotografia a X100 de la médula del tallo. Los asteriscos sefialan células
mucilaginosas. C = crestas. CE = células estoméaticas. CES = células estratificadas
subepidérmicas. CG = células guardas. CO = células ovoides. CR = Células
redondas. CSe = cavidad subestomatica. E = endodermis. MCE = monocapa de

células epidérmicas. X = xilema.
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La médula del parénquima del tallo de la pitahaya se encuentra formada por dos
tipos de células principales. El primer tipo de fueron de apariencia reminiscente a
ovoides y redondas, sin embargo, poseen una pared celular con una morfologia muy
irregular. La mayor parte de las células tuvieron un escaso contenido citoplasmatico,
sin nucleo aparente. El otro tipo de células son las mucilaginosas, de gran tamafio,
muy abundantes en el parénquima medular, con contenido citoplasmatico

moderadamente denso, y apariencia hialina de color eosindfilo y azul (Fig. 18 C).
5. Marcaje de los cristales de CaOx en tallos de pitahaya.

El marcaje de los cristales se realizé de forma exitosa con las técnicas utilizadas,
como se puede observar en la Fig. 18 A. Estos se marcaron de color marrén oscuro
a negro con la plata. El leve contraste del fondo realizado con eosina ayudo a
diferenciar las estructuras, sin interferir con el analisis de imagenes con ImageJ. Es
importante resaltar que los controles CaOx positivo se tifieron de forma positiva, y

los controles CaOX negativos no se tifieron (Fig. 19).

Para realizar el analisis de imagenes con ImageJ es importante que las
microfotografias no tengan la escala, debido a que el programa podria identificarla
como un cristal de CaOx. Por ello, la microfotografia de la Fig. 20 A se muestra sin
escala. Al realizar la seleccion de los cristales con la herramienta color threshold se
obtuvo una imagen monocromatica como se observa en la Fig. 20 B, en la cual
deben aparecer todos los cristales individuales y grupales que se observan en la

imagen original.

Posteriormente, al realizar el andlisis de particulas (particle analysis) con ImageJ, el
programa realizé una identificacion automatica de los cristales de CaOx individuales
y grupales y los numer6é de forma automatica. Un ejemplo de la numeracion

generada por el programa se puede observar en la Fig. 20 C.
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50 pm

Fig. 19. Controles positivos y negativos de CaOx. Controles positivo y negativo de

CaOx. A. Control positivo de CaOx. B. Control Negativo de CaOx.

6. Analisis de las morfologias de cristales de CaOx encontradas en tallos
de pitahaya.

Con los andlisis realizados con microscopia de luz y microscopia electronica de
barrido (SEM) se encontraron cristales de CaOx en tres morfologias principales en
todos los tallos de pitahaya sin importar los tratamientos al sol y a la sombra, ni los
puntos cardinales en donde los tallos fueron tomados. La primera de ellas fue la
morfologia acicular, cuyos cristales son también conocidos como rafidios, se
caracterizan por la forma prismatica que tienen sus extremos puntiagudos (Fig. 21
Ay B). La segunda morfologia la caracterizé los cristales prismaticos romboides
(Fig. 21 C y D). Ademas, gracias a la técnica de Von Koéssa (25) modificada por
Yasue (1), se encontrd una morfologia que parece concordar con la definicion de
drusa, que es una aglomeracion de cristales. Se podria clasificar dentro de esta

categoria, pero posee distintas morfologias (Fig. 21 E-H).
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Fig. 20. Microfotografias representativas del andlisis de imégenes realizado con el
programa ImageJ. A. Microfotografia a 200X de la cumbre de una costilla del
cladodio de la pitahaya tefiida con Von Késsa modificada por Yasue. B. Resultado
de la seleccion de los cristales de CaOx por medio de la herramienta de color
threshold en tonalidad monocromética. C. Ampliacién del cuadro sefialado en la
imagen B. Las flechas sefialan algunos de los nUmeros que identifican cada uno de

los cristales de CaOx seleccionados por el programa.
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A nivel de microscopia de luz resulta muy dificil distinguir la morfologia de estas
drusas, debido a que algunas de ellas se encuentran en proceso de formacion, por
lo que presentan espacios vacios dentro de los idioblastos que, en este caso,
resultan ser un espacio formado por un conjunto de células que se sacrifican para
poder contener los diferentes tipos de drusas (Fig. 21 E y F). Debido a la gran
densidad de las drusas y a la composicion metalica del cristal de CaOx marcado
con plata, los fotones irradiados por la fuente de luz del microscopio no pueden
atravesar la drusa, por lo que la luz se refleja contra la superficie, y no se transmite.
Por ello, se observa como una masa negra en casi todo su volumen, menos en la
periferia de la drusa donde se torna de color marrén oscuro, con pequefas

proyecciones lineares (Fig. 21 G).

A nivel de SEM, las morfologias tridimensionales de las diferentes morfologias de
las drusas se observan muy bien, donde se puede ver la aglomeracion masiva de
cristales de CaOx de diferentes morfologias alrededor de un punto de nucleacién
(Fig. 21 G). Al indagar en las diferencias morfolégicas de las clasificaciones
generales de los cristales de CaOx segun su forma, se encontré que los cristales
aciculares siempre presentaron la misma morfologia y se encontraban distribuidos

a lo largo de las diferentes capas del tejido caulinar.

Los cristales prismaticos presentaban morfologias cuadradas o romboides, como se
observa en la Fig. 21 D, y morfologias rectangulares con diferentes grosores y
tamafios, como se observa en la Fig. 22 A y B. Estos cristales también se

encontraban en todas las capas del tejido caulinar.

Las drusas fueron las que presentaron una mayor variedad morfolégica. Se
encontraron drusas formadas por la aglomeracion, aparentemente aleatoria, de
cristales prisméaticos como se observa en las Figs. 21 Hy 22 D, en donde su periferia
muestra los diferentes cristales prismaticos tetragonales que se proyectaban hacia
el espacio intercelular. Estas proyecciones pueden ser las que se observaron con

microscopia de luz en la Fig. 21 G.
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OkV 26.3mm x420 SE

Fig. 21. Comparacion de las diferentes morfologias de cristales de CaOx
encontradas en tallos de pitahaya por microscopia de luz con la técnica de Von
Késsa modificada por Yasue (figuras de la columna de la izquierda) y en SEM
(columna de la derecha). A y B. Cristales de CaOx en forma acicular o rafidios
(sefalados con las flechas rojas). C y D. Cristales de CaOx en forma de prismas
(sefalados con las flechas rojas). E y F. Drusa de cristales de CaOx en proceso de

formacion. G y H. Drusa de cristales de CaOx completamente formada.

74



También se encontraron drusas compactas, cuyo centro se pudo observar gracias
a la técnica de montaje de cortes transversales de tallos a 50 pum para su
observacion en SEM. En la Fig. 22 C se muestra una drusa compacta en la cual se
observa la gran densidad de su parte central, y en su periferia no hubo proyecciones

hacia el espacio intercelular, sino que se encuentra muy compactada.

La morfologia mas llamativa que se observé fue la de las drusas tipo laberinto, las
cuales estan formadas por ldminas de cristales que se disponen en el espacio de
forma geométrica formando angulos de 90° perfectos, y se invaginan sobre si

mismas para dar esta morfologia fractal que se asemeja a un laberinto (Fig. 22 E).

Otra morfologia encontrada para las drusas fueron las drusas amorfas. Estas
estaban formadas por cristales que no tenian una morfologia ni distribucion en
particular. Parecian una aglomeracion de cristales amorfos de forma aleatoria que
se agrupaban de forma medianamente compacta (Fig. 22 F). Las drusas se
encontraron tanto en la cumbre, como en la corteza y en la médula del tallo de la
pitahaya, pero eran mucho mas abundantes en la cumbre, mientras que en la

corteza y en la médula eran poco abundantes (Fig. 23).

Finalmente, en algunas muestras analizadas por microscopia de luz, se encontraron
abundantes organelas muy pequefias que contenian pequefios cristales de CaOx
en su interior (Fig. 24 A). Estos cristales no fueron identificados en SEM,
probablemente debido a que, al estar inmersos dentro de la matriz organica de una
organela, lo que se pudo observar fue la superficie externa de la organela (Fig. 24

B), y no su interior, que es el que tiene los cristales.
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F2C15N 15.0kV 26.3mm x4.20k SE

L

\
\

\

F2C15N 15.0kV 12.7mm x2.70k SE

Fig. 22. Diferentes morfologias tridimensionales especificas de cristales de CaOx
encontrados en tallos de pitahaya por medio de SEM. A y B. Cristales de CaOx
prismaticos de forma rectangular de diferentes tamafios y grosores. C. Drusa de
apariencia compacta de cristales de CaOx partida por la mitad. D. Drusa de cristales
prismaticos tetragonales de CaOx. E. Drusa tipo laberinto de cristales de CaOx. F.

Drusa amorfa de cristales de CaOx.
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Fig. 23. Microfotografias representativas de las zonas del tejido caulinar estudiadas
del tallo de la pitahaya. Las muestras estdn marcadas con la técnica de Von Kdssa
modificada por Yasue. Las microfotografias de la izquierda corresponden al
tratamiento al sol. Mientras que las microfotografias de la derecha corresponden al
tratamiento a la sombra. Ay B. Zona de la cumbre. C y D. Zona de la corteza del

tallo. E'y F. Zona de la médula del tallo.
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Fig. 24. Microfotografias representativas de cristales de CaOx contenidos en
organelas celulares del cladodio de la pitahaya. A. Microfotografia por microscopia
de luz. Las flechas y el circulo rojo sefialan pequefios cristales de CaOx inmersos
en una organela. B. Microfotografia por SEM de la superficie de las organelas

celulares observadas en las células del parénquima de la pitahaya.

7. Composicion elemental y estado de los cristales de CaOx en cladodios

de pitahaya.

Para comprobar la composicion elemental de las diferentes morfologias de los
cristales CaOx observados en las microfotografias de luz marcadas con la técnica
de Von Késsa y en las microfotografias de SEM, se realizé un analisis por rayos X

de cada una de éstas.

Como se observa en la Fig. 25, todas las morfologias encontradas estuvieron
compuestas, segun el orden de aparicion de los picos de elementos de izquierda a
derecha en los gréficos de andlisis de la columna central de esa figura, por carbono,

oxigeno, silicio y calcio.

Es importante mencionar que el pico del silicio no esta rotulado en la Fig. 25, esto
es debido a que se asume que la presencia de este elemento se debe a la
composicién del portaobjetos de vidrio sobre el que estan montados los cortes de
los cladodios de la pitahaya, y no a la composicion del cristal de CaOx. Al ser el

oxido de silicio el componente principal del vidrio es comprensible la deteccion del
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silicio en el analisis. El calcio, al tener tres bandas de emisién electrénica Kal, Ka2

y KB1, esta presente en cada grafico tres veces.

La formula quimica de los cristales de CaOx (CaC204), es congruente con que los
elementos C, O, y Ca sean parte de los elementos quimicos que forman este
compuesto organico. Es importante mencionar que con analisis de rayos X no se
puede detectar hidroégeno, por lo que los estados de hidratacion del compuesto no

se pueden determinar con este método.

Ademas, como se puede observar en la columna de la derecha de la Fig. 25, se
encontré que el estado de hidratacién del CaOx varia entre CaOx monohidrato y
CaOx dihidrato, dependiendo de su morfologia. Los rafidios y los cristales
prismaticos estan compuestos por CaOx monohidrato o whewellita (Fig. 25 C, F e 1)
y todos los tipos de drusas estan compuestas por CaOx dihidrato o weddellita (Fig.
25 L, O, R, Uy X). Los picos encontrados del espectro RAMAN del CaOx
monohidrato y CaOx dihidrato coincide con lo reportado en la literatura para este
compuesto (129-133).

Para hacer una diferenciacion rapida entre el espectro RAMAN del CaOx

rel.l

monohidrato y CaOx dihidrato se usaron los picos en1464 y 1492 caracteristicos

cm

del CaOx monohidrato, y el pico en 1475 del CaOx dihidrato, debido a que estos se

diferencian a nivel grafico muy facilmente (ver Fig. 25 Cy F e I).
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Fig. 25. Analisis por SEM con rayos X y espectroscopia RAMAN para determinar la composicion elemental y estado de
hidratacion de los cristales de CaOx, respectivamente. En las columnas de la izquierda se muestran microfotografias
representativas de SEM de los cristales de CaOx. Las columnas centrales muestran los resultados del analisis por SEM
con rayos X de los cristales de CaOx (el silicio es el pico no rotulado). En las columnas de la derecha se muestran los
resultados de espectroscopia RAMAN de los cristales de CaOx A-C. Cristal acicular (flecha roja). D-F. Cristal prismatico
rectangular (flecha roja). G-I. Cristal prismatico cuadrado (cuadrado rojo). J-L. Cristal drusa en formacién. M-O. Cristal tipo
drusa formada por cristales geométricos tetragonales (circulo rojo). P-R. Cristal drusa compacta (circulo rojo). S-U. Cristal

drusa tipo laberinto (cuadrado rojo). V-X. Cristal drusa amorfa (cuadrado rojo).
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8. Cuantificacion de los cristales de CaOx en tallos de pitahaya.

Como se puede observar en el Cuadro 4, al comparar el % CaOx, que corresponde
al porcentaje de la razon de la sumatoria de los cristales de CaOx por
microfotografia a 200X con respecto al area total de la microfotografia, de los
tratamientos al sol y a la sombra, se encontré que las plantas del tratamiento a la
sombra tuvieron un mayor % de CaOx que las plantas del tratamiento al sol, esto
con un 90 % de confianza (p = 0.052) (Fig. 26).

Cuadro 4. Resultados generales del andlisis con la prueba de Tukey HSD para
andlisis de la cantidad de cristales de CaOx en tallos de pitahaya representada por

el % CaOx (ver Ecuacién 3) con respecto a las variables categéricas analizadas.

Variables diff lwr upr p
Tratamiento: sol y sombra 0.62 -0.006 1.12 0.052
Zona: cumbre y corteza -5.16 -6.31 -4.01 <0.01
Zona: cumbre y médula -6.59 -7.75 -5.44 <0.01
Zona: corteza y médula -1.42 -2.24 -.061 <0.01
Punto cardinal: Ny E 0.004 |-1.18 1.18 1.00
Punto cardinal: Oy E -0.69 -1.81 0.43 0.45
Punto cardinal: Sy E -0.39 -1.83 1.04 0.94
Punto cardinal: Oy N -0.69 -1.88 0.50 0.50
Punto cardinal: Sy N -0.40 -1.90 1.09 0.95
Punto cardinal: Sy O 0.29 -1.15 1.74 0.98
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Tratamiento

Fig. 26. Comparacion del % CaOx, que corresponde al porcentaje de la razén de la
sumatoria de los cristales de CaOx por microfotografia a 200X con respecto al area
total de la microfotografia, de acuerdo con los tratamientos al sol y a la sombra en

tallos de pitahaya. Las barras de error representan el error estandar.

Al comparar el % de CaOx de las tres zonas analizadas en el tallo de la pitahaya se
encontro diferencia entre la cumbre, corteza y médula del tejido caulinar, la cumbre
fue la zona del tejido que presentd un mayor porcentaje de CaOx, la corteza
presentd un porcentaje intermedio, y la médula present6 el menor porcentaje (ver
Cuadro 4) (p < 0.01). En todos los casos se mantuvo constante que el tratamiento
a la sombra tuvo un mayor porcentaje de CaOx que el tratamiento al sol (Fig. 27).
Mientras que al realizar la comparacion entre los puntos cardinales en los cuales se
tomaron las muestras de tallo no se encontrd ninguna diferencia (ver Cuadro 4) (p
> 0.05) (Fig. 27 y 28).

Al realizar el andlisis de las interacciones entre las diferentes zonas del tejido del
tallo de la pitahaya con respecto a otras zonas y los tratamientos al sol y a la sombra,

como se observa en el Cuadro 4, difirieron en todos los casos (p < 0.05). Siempre
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las cumbres tuvieron un mayor porcentaje de CaOx que la corteza (p < 0.01) y que
la médula (p < 0.01), sin importar el tratamiento ni el punto cardinal. En cuanto a la
comparacion de la corteza con la médula, en la mayor parte de los casos tuvieron
un porcentaje de CaOx igual, excepto al comparar la corteza del tratamiento a la
sombra que tuvo un porcentaje de CaOx mayor que la médula del tratamiento al sol
(p < 0.01) y al comparar la corteza del tratamiento a la sombra que tuvo un
porcentaje de CaOx mayor que la médula del tratamiento a la sombra (p = 0.02)
(Cuadro 4).

10

Porcentaje de CaOx a 400X

. ..

Cumbre Corteza Médula

Zona del tejido

Sol mSombra

Fig. 27. Comparacion del % CaOx, que corresponde al porcentaje de la razén de la
sumatoria de los cristales de CaOx por microfotografia a 200X con respecto al area
total de la microfotografia, de acuerdo con la zona del tejido analizado en tallos de
pitahaya segun el tratamiento al sol y a la sombra. Las barras de error representan

el error estandar.
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Fig. 28. Comparacion del % CaOx, que corresponde al porcentaje de la razon de la
sumatoria de los cristales de CaOx por microfotografia a 200X con respecto al &rea
total de la microfotografia, de acuerdo con el punto cardinal de donde se tomaron
los tallos de pitahaya segun el tratamiento al sol y a la sombra. Las barras de error

representan el error estandar.

9. Anadlisis de la distribucién espacial de los cristales de CaOx en el tejido

caulinar.

En esta seccidn, sélo se analizaron cuatro microfotografias representativas de las
tres zonas de tejido estudiadas de los tratamientos al sol a la sombra, debido a que
se tuvo que realizar de forma manual, por no encontrar la forma de realizarlo de
forma automatica por medio del analisis de imagenes de las mas de mil

microfotografias generadas.

Las areas de los cristales encontrados por microfotografia se dividieron en cinco
rangos: [0,10[ um? para los cristales muy pequefios que se percibieron en las
imagenes como puntos; [10,100[ um? para los cristales individuales aciculares, y

86



prismaticos pequefios; [100,1500] um? para los cristales prismaticos grandes, y

drusas; [1500,10000[ pm? y [10000,%] um? para las drusas masivas.

Cuadro 5. Resultados especificos del andlisis con la prueba de Tukey HSD para
analisis de la cantidad de cristales de CaOx en tallos de pitahaya representada por

el % CaOx (ver Ecuacion 3) con respecto al tratamiento y a la zona.

Variables dif lwr upr p

Tratamiento y zona: 2.73 0.30 5.18 0.017

cumbre al sol : cumbre a la sombra

Tratamiento y zona: -3.93 -5.96 -1.90 <0.01

corteza al sol : cumbre a la sol

Tratamiento y zona: -3.56 -5.56 -1.55 <0.01

corteza a la sombra : cumbre al sol

Tratamiento y zona: -5.25 -7.28 -3.22 <0.01

médula al sol : cumbre al sol

Tratamiento y zona: -5.08 -7.89 -3.07 <0.01

médula a la sombra : cumbre al sol

Tratamiento y zona: -6.69 -8.31 -4.70 <0.01

corteza al sol : cumbre a la sombra

Tratamiento y zona: corteza a la -6.30 -8.22 -4.35 <0.01

sombra : cumbre a la sombra

Tratamiento y zona: -7.99 -9.95 -6.03 <0.01

médula al sol : cumbre a la sombra
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Continuacioén del Cuadro 5.

Tratamiento y zona: 0.37 -1.03 1.78 0.97
corteza a la sombra : corteza al sol

Tratamiento y zona: -7.81 -9.76 -5.88 <0.01
médula a la sombra : cumbre a la

sombra

Tratamiento y zona: -1.32 -2.76 0.10 0.09
médula al sol : corteza al sol

Tratamiento y zona: -1.15 -2.55 0.25 0.18
médula a la sombra : corteza al sol

Tratamiento y zona: -1.69 -3.10 -0.29 <0.01
médula al sol con corteza a la sombra

Tratamiento y zona: -1.52 -2.89 -0.14 0.020
médula a la sombra: corteza a la

sombra

Tratamiento y zona: 0.17 -1.22 1.58 0.99

médula a la sombra : médula al sol
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Como se puede observar en la Fig. 29, no hubo diferencia entre el nimero de
cristales de CaOx por microfotografia de acuerdo con el tratamiento al sol y a la
sombra (H = 0.05, DF =1, p = 0.82). Al comparar el nUmero de cristales de acuerdo
con los rangos analizados, si se encontro diferencia tanto en el tratamiento al sol (H
= 107, DF =4, p = 0.01) (Fig. 30 A) como en el tratamiento a la sombra (H = 12.7,
DF =4, p =0.01) (Fig. 30 B).

o
i o
o
O_
N
>
@)
O (& ]
o B o
Q) > =
g o
2 O
© o
=
5
H* (e}
= N
T'p]
e
. I
( |
o = [ ]
T T
Sol Sombra

Tratamiento

Fig. 29. Comparacion del numero de cristales por microfotografia a 200X de acuerdo
con el tratamiento al sol y a la sombra en cladodios de pitahaya. Los circulos vacios

sobre los boxplots corresponden a valores extremos.
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La tendencia del tratamiento al sol y de sombra fue una mayor frecuencia de
cristales pequefios, como por ejemplo en el rango de [10,100] pm?, e ir
disminuyendo el numero de cristales conforme aumento el tamafio de estos, como

se observa en los Ultimos dos rangos [1500,10000[ um? y [10000,c0] pm? (Fig. 30).

Al analizar el nimero de cristales de CaOx de acuerdo con la zona de tejido en
donde se hizo la cuantificacion, no se encontrd diferencia en el tratamiento al sol (H
=0.91, DF = 2, p = 0.63) (Fig. 31 A) ni en el tratamiento a la sombra (H = 1.2, DF =
2, p = 0.55) (Fig. 31 B).

Al comparar el area promedio de cristales de CaOx de acuerdo con el tratamiento
al sol y a la sombra no se encontr6 diferencia (H = 0.035, DF = 1, p = 0.85) (Fig. 32).
Tampoco se encontro diferencia al comparar el area promedio de cristales de CaOx
de acuerdo con los rangos analizados tanto en el tratamiento al sol (H = 7.5, DF =
4, p =0.11) (Fig. 33 A) como en el a la sombra (H = 8.2, DF = 4, p = 0.08) (Fig. 33
B).

Al analizar el area promedio de cristales de CaOx de acuerdo con la zona de tejido
en donde se hizo la cuantificacion no se encontrd diferencia en el tratamiento al sol
(H=0.73, DF = 2, p = 0.69) (Fig. 34 A) ni en el tratamiento a la sombra (H = 1.2, DF
=2, p = 0.54) (Fig. 34 B).

Con respecto a la distribucion espacial de los cristales de CaOx se encontré que,
en todos los casos, sin importar el tratamiento ni la zona del tejido analizado, los
cristales tuvieron una distribucién agregada, lo cual significa que los cristales de
CaOx se encuentran agrupados en distintos sectores, y la presencia de un cristal
de CaOx aumenta la probabilidad de encontrar otro. Esto se basa en que el valor
de ht de referencia para un n = 30 con un valor p = 0.05 es de 1.18. Como se puede
observar en el Cuadro 6, el ht de todas las microfotografias analizadas tuvieron un

valor mayor al ht de referencia Ello indica que se tiene una distribucién agregada.
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corresponden a valores extremos.
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Fig. 32. Comparacion del promedio del area de cristales (um?) de CaOx por
microfotografia a 200X de acuerdo con el tratamiento al sol y a la sombra en
cladodios de pitahaya. Los circulos vacios sobre los boxplots corresponden a

valores extremos.
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Fig. 33. Comparaciéon del promedio del area de cristales de CaOx por
microfotografia a 200X de cladodios de pitahaya de acuerdo con el rango de
clasificacion del area de los cristales (um?). A. Tratamiento al sol. B. Tratamiento a

la sombra.
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Fig. 34. Comparacion del promedio del &rea de cristales de CaOx de acuerdo con
la zona de tejido y al tratamiento al sol (A) y a la sombra (B) en cladodios de
pitahaya. Cu = cumbre. C = corteza. M = médula. Los circulos vacios sobre los

boxplots corresponden a valores extremos.
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Cuadro 6. Resultados de la prueba de Hines para aleatoriedad para determinar la
distribucion espacial de cristales de CaOx en cladodios de pitahaya bajo

tratamientos al sol y a la sombra.

Zona htsol ht sombra
Cumbre 1 1.44 1.69
Cumbre 2 1.87 2.66
Cumbre 3 1.81 1.87
Cumbre 4 1.63 1.87
Corteza 1 1.93 2.04
Corteza 2 2.00 1.77
Corteza 3 1.44 2.67
Corteza 4 2.06 2.18
Médula 1 2.25 2.11
Médula 2 3.57 1.67
Médula 3 2.93 2.74
Médula 4 2.47 2.88

10. Cuantificacion de cristales de CaOx por digestion enzimética.

Al analizar los cristales extraidos por digestion enzimatica y purificados segun del
método de Vifias & Jiménez (69) con el hemocitdmetro, no se observaron drusa de
ningun tipo; so6lo se observaron cristales aciculares y prisméaticos. Por ello se
generaron dos hipadtesis: las drusas se desintegraban durante el procesamiento de

las muestras o se perdian durante alguno de los pasos.

Para analizar ambas hipétesis se analizaron todos los residuos de sobrenadantes y
restos en la cristaleria usada para determinar si las drusas se estaban perdiendo en
alguno de los pasos de la digestion enzimatica.

Se encontrd6 un gran numero de drusas en la cristaleria empleada durante la
extraccion enzimatica, lo que puede sugerir que los cristales de CaOx tienen cierta

afinidad mediada por cargas eléctricas con la cristaleria (Fig. 35 A).
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También, como se emplearon filtros de nylon con poros de 45 um de diametro, y las
drusas pueden medir mas de 100 um (como se puede observar en la Fig. 21), es
fisicamente imposible que pasen a traveés del filtro. Por ello es comprensible que se
encontraran grandes cantidades de drusas en el filtro de nylon y que no hayan

pasado a las fracciones analizadas (Fig. 35 B).

Ademas, durante las centrifugaciones en sacarosa, no todas las drusas precipitaron
en el pellet, probablemente debido a que la centrifugacion a 43 g no generd la
suficiente fuerza para que cayeran al pellet. Por ello, en el sobrenadante de las
centrifugaciones con sacarosa también se encontraron drusas (Fig. 35 C).

Debido a esto, se considera que el protocolo de extraccion enzimatica descrito por
Vifas y Jiménez (69) para analizar cristales de CaOx por medio de un
hemocitbmetro no es un método adecuado para su cuantificacion, ya que no permite
la cuantificacion de la totalidad de cristales. En caso de que se modificara el
protocolo, para no perder las drusas durante el proceso y permitir su precipitacion
en el pellet, la cuantificacion por hemocitémetro no es adecuada, debido a que
tomaria a la drusa como un solo cristal, lo cual seria un resultado erréneo ya que
puede estar compuesta por cientos o miles de cristales. Por ello, no se realizé la
comparacion de la cuantificacion de cristales de CaOx por digestion enzimatica con

la cuantificacion por analisis de microfotografias marcados con Von Kossa.
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Fig. 35. Cristales de CaOx encontrados en los desechos de los diferentes pasos de
la extraccion de CaOx por medio de digestion enzimética. A. Cristales de CaOx
encontrados adheridos a la cristaleria empleada para la digestion enzimética. B.
Cristales de CaOx encontrados en el filtro de nylon. C. Cristales de CaOx

encontrados en los desechos de las centrifugaciones con sacarosa.
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11.Cuantificacion de clorofila y carotenoides en las zonas del tejido

caulinar de pitahaya.

Se encontré6 que las plantas del tratamiento a la sombra tenian una mayor
concentracion de clorofilaa (H=19.1, g.l. =1, p < 0.01) (Fig. 36 A), clorofilab (H =
9.50, g.l. =1, p<0.01) (Fig. 36 B) y carotenoides (H = 7.13, g.l. =1, p < 0.01) (Fig.

36 C) que las plantas del tratamiento al sol.
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Fig. 36. Comparacion de los pigmentos fotosintéticos en tallos de pitahaya
sometidos a tratamiento al sol y a la sombra. A. Clorofila a. B. Clorofila b. C.

Carotenoides totales.

Al comparar la concentracion de pigmentos fotosintéticos en las diferentes zonas de
tejido evaluadas como se observa en la Fig. 37, se encontrd el mismo patron tanto
en los tallos bajo el tratamiento al sol como en los a la sombra. La cumbre del tallo
fue el que tuvo una mayor cantidad de clorofila a (para tallos al sol: H=11.84, g.l. =
2, p <0.01; para tallos a la sombra: H=17.36, g.I. =2, p < 0.01), de clorofila b (para
tallos al sol: H=5.88, g.I. =2, p <0.01; para tallos a la sombra: H=17.47, g.l. = 2,
p < 0.01), y de carotenoides (para tallos al sol: H = 16.65, g.l. = 2, p < 0.01; para
tallos a la sombra: H =19.28, g.l. = 2, p < 0.01). La corteza tuvo una concentracion
intermedia y la médula del tallo fue la zona que tuvo la menor concentraciéon (las

concentraciones se muestran en la Fig. 37.

99



10
10

ug de Clorofila a / g de tejido fresco 3>
6
1

ug de Clorofila a / g de tejido fresco g
6
1

Zona de tejido Zona de tejido

10

ug de Clorofila b / g de tejido fresco ¢~
6
1

ug de Clorofila b / g de tejido fresco
6 10
1

Zona de tejido Zona de tejido

10

ug de carotenoides / g de tejido fresco
6
1

ug de carotenoides / g de tejido fresco =T
6 10
1

Zona de tejido Zona de tejido

Fig. 37. Comparacion de los pigmentos fotosintéticos en la cumbre (Cu), corteza (C)
y médula (M) de tallos de pitahaya. Las figuras de la columna de la izquierda
corresponden a los tallos sometidos a tratamiento al sol y las figuras de la columna
de la derecha corresponden a los tallos sometidos a tratamiento a la sombra. A 'y

B. Clorofila a. Cy D. Clorofila b. E y F. Carotenoides totales.
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12.Comparacion de la floracion y produccion de frutos de los tallos

sometidos a los tratamientos al sol y ala sombra.

Al comparar el numero de botones florales de los tratamientos al sol y a la sombra,
el 5 de abril del 2018, al final del periodo de evaluacién de los tratamientos, no se
encontré diferencia (Z = 460, p = 0.88) (Fig. 38). El numero de frutos por planta

tampoco varié al comparar ambos tratamientos (Z = 480, p = 0.62) (Fig. 39).
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Fig. 38. Comparacion del numero de botones florales por planta de pitahaya el 5 de

abril del 2018, al final del tratamiento al sol y a la sombra.
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Fig. 39. Comparacion del nimero de frutos por planta de pitahaya el 5 de abril del

2018, al final del tratamiento al sol y a la sombra.
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V. CAPITULO V: DISCUSION DE LOS RESULTADOS.

1. Factores abioticos.

Es comprensible haber observado que los factores abi6ticos, como el porcentaje de
humedad relativa (Fig, 3) y la temperatura (Fig. 4) del aire, no variaron con respecto
a los tratamientos al sol y a la sombra debido a que el tamafio relativamente
pequefio de las casas de saran construidas, de aproximadamente 10 m de largo, 4
m de ancho y 3 m de alto, y debido a que el saran tiene una estructura porosa que
permite el intercambio constante con el ambiente externo a las casas de saran, y
con ello se mantiene un equilibrio atmosférico. Esto fue muy conveniente para el
desarrollo del experimento porque la Unica variable que cambié fue entonces la
calidad de la luz, por lo que los resultados se podrian atribuir Gnicamente a esta

condicion.

En la literatura se han reportado diferentes resultados en las mediciones de
temperatura en plantas bajo diferentes tratamientos de sombreado que respaldan
estos hallazgos. Por ejemplo, no se encontrd diferencia en el porcentaje de
humedad relativa entre diferentes tratamientos a la sombra aplicados a plantas de
maiz, soyay trigo (134). Ademas, en un experimento con S. megalanthus y con H.
polyrhizus bajo diferentes tratamientos de sombreado al 30, 60 y 90 % no se
encontré diferencia en la temperatura del aire entre los diferentes tratamientos
(81,134).

Como era de esperar, las plantas que estaban bajo el tratamiento a la sombra con
saran al 50 % recibian una menor cantidad de PAR (Fig. 5) y de radiacion solar total
(Fig. 6), casi un 25 % menos, comparado con las plantas que se encontraban
expuestas a la radiacion solar directa. Esto va acorde con lo que se ha reportado en
la literatura para diferentes especies, entre ellas Hylocereus undatus y S.
megalanthus (28,29,134).

2. Parametros de color superficial en los cladodios de pitahaya.
El color es un fendbmeno de percepcion que depende tanto de las condiciones

ambientales y fisicas del tiempo y espacio de la observacién, como del observador
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(135). En las mediciones cientificas, para evitar interpretaciones subjetivas del color
observado, se emplean mediciones precisas de las longitudes de onda reflejadas
contra una superficie con equipo como, por ejemplo, colorimetros, que se basan en
el sistema CIE modificado, que se conoce como CIELAB y mide las coordinadas L*,

a*, b* para caracterizar el color medido (136).

De acuerdo con los conceptos empleados por el sistema CIE, la percepcion del color
en el caso de los humanos se lleva a cabo gracias a tres receptores del ojo humano
gue permiten percibir el rojo, el verde y el azul, cuyas combinaciones producen toda
la gama de colores que podemos percibir dentro del espectro electromagnético de
luz visible (135).

En la literatura se ha reportado que los tallos de pitahaya bajo altos niveles de
radiacion solar sufren de un amarillamiento de los cladodios, que en altos niveles
pueden generar quemaduras solares. Dichos sintomas pueden ser revertidos al
aplicar un porcentaje a la sombra a las plantas. La tendencia es que entre mayor
sea la sombra bajo la cual se encuentran las plantas, mas oscuro va a ser la
tonalidad de verde de los cladodios, y menor van a ser las tonalidades amarillas de
éstos (29). Por ello, es comprensible que se encontrara que los cladodios de las
plantas bajo el tratamiento a la sombra tuvieran menores valores de L*, comparadas
con las que estaban expuestas directamente a la radiacion solar, ya que este
parametro mide la luminosidad, por lo que entre menor sea el valor de L* mas oscura
es la tonalidad medida (Fig. 7) (136).

En cuanto a los valores de a*, que representa el cambio de tonalidades verdes a
rojizas, entre menor sea el valor de a* méas verde es la tonalidad de la muestra, por
lo que es congruente que las muestras de cladodios a la sombra tengan valores de
a* menores que los cladodios bajo el tratamiento al sol (Fig. 8) (136). El parametro
b* representa el cambio de tonalidades azules a amarillas. Entre mayor sea el valor
de b*, mas amarilla va a ser la tonalidad de la muestra medida. Debido a esto, los
cladodios del tratamiento al sol tuvieron un valor de b* mayor que los cladodios de

las plantas bajo el tratamiento a la sombra (Fig. 9) (136).
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El mayor amarillamiento de los cladodios sometidos al tratamiento al sol con
respecto a los cladodios sometidos al tratamiento a la sombra es probable que se
deba a la degradacion de la clorofila producida por el exceso de radiacion solar
sobre los cladodios, como se ha reportado en lllicium spp. (Schisandraceae) (137)
y en H. polyrhizus (29). Los resultados obtenidos en esta investigacion respaldan
esta hipétesis. Como se puede observar en la Fig. 36 y Fig. 37 las plantas sometidas
al tratamiento a la sombra tuvieron una mayor concentracion de clorofila a, clorofila

b, y carotenoides que las plantas bajo el tratamiento al sol.

El hallazgo donde los parametros L*a*b* tenian un valor mayor en las plantas al sol
comparado con las plantas a la sombra en todos los puntos cardinales muestreados
(Fig. 7, Fig. 8 y Fig. 9), al haber tomado las muestras del cladodio plagiotrépico que
se encontrara mas cercano al punto cardinal, y de la zona que se encontrara
perpendicular al sol cenital, es de esperar que los diferentes puntos cardinales se
encontraran bajo las mismas condiciones de incidencia de radiacion solar, por lo

gue la anica variacion fue el punto cardinal de muestreo.

Puede ser que los hallazgos encontrados se deban a la latitud en que se encuentra
Costa Rica. Debido a que Costa Rica se encuentra entre la latitud 9.7489166 y la
longitud -83.7534256 (138). Al encontrarse muy cerca del Ecuador, los rayos solares
gue inciden sobre el territorio costarricense lo hacen de forma casi perpendicular,
de forma directa, lo que provoca que estos rayos tengan que cruzar a través de un
area de la atmésfera terrestre menor que si lo hicieran de forma aguda u obtusa con
respecto al plano incidente en la tierra, como ocurre en latitudes alejadas del
ecuador (139). Debido a esto es de esperar que los rayos solares incidentes se
distribuyan de forma homogénea a lo largo del dia, independientemente del punto

cardinal empleado en el muestreo.

El indice de abundancia de color amarillo (Y1) indica el grado de abundancia en la
medicion y el angulo de Hue (h*) indica la diferencia de cierto color con respecto al
color gris en la misma luminosidad que se ha empleado en la evaluacion de
parametros de color en vegetales verdes (115). Un angulo de Hue de 90° representa
al amarillo, 180° al verde, 270° al azul y 0° y 360° representa al rojo (140).
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Sin embargo, para la comparacion entre el amarillantamiento de los cladodios de
pitahaya segun el tratamiento, si bien se esperaba encontrar un YI que fuera mayor
en el tratamiento al sol que en el tratamiento de sombra en todos los puntos
cardinales, no hubo diferencias entre los tratamientos en los puntos cardinales norte
y oeste, pero si en los puntos cardinales este y sur, en los cuales el parametro Yl el

tratamiento al sol fue ligeramente mayor al de sombra (Fig. 10).

Quiza esto se deba a que este parametro se ha empleado para la medicion de
liqguidos o superficies casi blancas (115,141), mientras que los cladodios de la
pitahaya, independientemente del tratamiento, tuvieron un componente verde
producido por la clorofila asi como un componente rojo producido por los
carotenoides (115). Puede que b* y L* en este caso del parametro YI, puedan
producir variaciones que impiden la diferenciacion de la abundancia del color
amarillo entre los tratamientos (136,142,143). Por esto, puede que Yl no sea un

parametro adecuado para medir el amarillantamiento de cladodios de pitahaya.

Tampoco se encontré diferencia al emplear h* en los puntos cardinales norte, sur, y
este, pero si se encontrd diferencia en el punto cardinal oeste, en el cual el h* del
tratamiento a la sombra fue ligeramente mayor que el tratamiento al sol (Fig. 11).
Sin embargo, este parametro tuvo un comportamiento muy similar en todos los
casos. Como se observa en la Fig. 11, los valores de h* estan en todos los casos
cercanos a 1.2 radianes, representaron angulos cercanos a 70°, que se encuentra
dentro del cuadrante Il del plano del angulo de Hue (140). Esto indica el color de los
cladodios, los cuales en éste caso, estan compuestos por tonalidades verdes y

amarillas principalmente (144).

Es importante que, si bien h* tuvo un valor muy cercano en todos los puntos
cardinales (excepto el oeste) independientemente del tratamiento, esto solamente
indica el color general de los cladodios, no el grado de amarillamiento. Por lo que,
puede ser un pardmetro de poca relevancia para estudiar el amarillamiento de los

cladodios de pitahaya.

En el caso del punto cardinal oeste, que fue el Unico en el que se encontré una

variacion entre el tratamiento al sol y a la sombra, con un angulo de Hue ligeramente
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mayor en el tratamiento a la sombra que en el al sol, se podria pensar que estos
cladodios a la sombra tenian un color ligeramente mas amarillo que los cladodios al
sol. Sin embargo, esto, que puede parecer contradictorio debido a que los cladodios
a la sombra tuvieron el parametro b* menor al de los cladodios al sol. Lo anterior
parece indicar que los cladodios a la sombra eran menos amarillos que los cladodios
al sol. Implica que la diferencia radica en el parametro *a, ya que los tallos a la
sombra tuvieron un color verde mas oscuro y por ello tuvieron un valor *a menor al
de los cladodios al sol. Esta variacion en *a fue, posiblemente, la que provoco la

diferencia encontrada en los cladodios del punto cardinal oeste.
3. Analisis de Componentes Principales (PCA).

Las primeras dos dimensiones generadas con el analisis de PCA (Fig. 12) tomaron
en cuenta las variables abibticas que difirieron entre los tratamientos al sol y a la
sombra (PAR), las variables de color que variaron entre los tratamientos (L*a*b*) y
el porcentaje de cristales de CaOx. Estas dos dimensiones explicaron el 76.5% de
la varianza de las variables que formaron parte de esta investigacion (Fig. 13 y Fig.
14), lo cual representa un porcentaje muy significativo de la varianza de estas

variables.

Los resultados de las interacciones de las variables que componen las primeras dos
dimensiones del PCA con respecto a los tratamientos al sol y a la sombra (Fig. 15)
mostraron que existié diferencia entre los tratamientos, ya que hubo una porcién

importante de los datos que no se traslapan entre las dos dimensiones analizadas.

Con respecto a las interacciones de las variables que componen las primeras dos
dimensiones del PCA con respecto a las zonas de tejido analizadas (Fig. 16), estas
también mostraron que la cumbre se diferencia muy bien de la corteza y la médula.
Ademas, es evidente que la corteza y la médula tuvieron una proporcion de datos

gue se traslapaban, por lo que no existe una diferenciacion tan clara.

En cuanto a las interacciones de las variables que componen las primeras dos
dimensiones del PCA con respecto a los puntos cardinales en los que fueron
recolectadas las muestras (Fig. 17), se evidencio un traslape de todos los puntos
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cardinales. Esto confirma que no hubo diferencias importantes entre los diferentes

puntos cardinales.

Este andlisis mostro el comportamiento general de las variables analizadas en este
estudio. Cada una de estas se analizaron de forma especifica en las secciones
posteriores para respaldar de forma estadistica las diferencias encontradas entre

cada una de estas.
4. Caracteristicas histolégicas y citolégicas de los cladodios de pitahaya.

Las caracteristicas histologicas y citoldgicas de los diferentes tejidos que componen
el tallo de la pitahaya han sido pobremente descritas en la literatura. S6lo se han
caracterizado la morfologia macroscépica de las plantas y, en el caso de
Stenocereus spp., se ha mencionado su densidad estomatica y el grosor de su
cuticula (64). Por ello, la descripcion realizada en esta investigacion es la primera
descripcion de la histologia y citologia de los cladodios de H. costaricensis.

Esta descripcion es congruente con lo que se espera encontrar en una Cactaceae.
La gruesa capa de cuticula cerosa observada (Fig. 18 A) se ha reportado como una
caracteristica morfolégica de H. costaricensis a nivel macroscopico (43,81), y las
hace mas tolerantes a altos niveles de radiacion solar, comparado con otras
especies del género que no poseen esta capa, y también ayuda a prevenir la pérdida
de agua del interior. En la epidermis resulta llamativa la formacién de crestas, en

cuyos valles se encuentran los estomas (145).

La capa de células estratificadas subepidérmicas, llamada hipodermis (124), al
tener una pared celular muy engrosada (Fig. 18 A), como también se ha reportado
en Opuntia undulata (Cactaceae) (123) y en Polaskia chichipe (Cactaceae) (124).
Esto parece indicar que son ceélulas especializadas para la proteccion contra
factores bidticos de herbivoria y patogénicos. Esto se respalda en la literatura, ya
gue esta funcion protectora se ha reportado en otras especies, como Physcomitrella
patens (Funariaceae), en la cual se encontré que la planta producia engrosamiento
de su pared celular ante el ataque de hongos que tratan de infectar a la planta (146),
y en Maihuenia (Cactaceae) para prevenir la pérdida de agua (147).
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Las caracteristicas histologicas de la corteza del parénquima observadas son
congruentes con las reportadas para otras Cactaceas como Mamillaria (145), que
esta compuesta principalmente por células con escaso contenido citoplasmatico
debido a su gran vacuola especializada en el almacenamiento de agua y, en menor
grado por células mucosas (Fig. 18 B). Estos tipos de células también se encuentran
en la médula del cladodio, con la diferencia que en esta zona aumenta el nimero
de las células mucosas (Fig. 18 C) como se ha reportado en Polaskia chichipe
(Cactaceae) (124).

5. Morfologias, composicién elemental y estados de hidratacion de

cristales de CaOx encontrados en los cladodios de pitahaya.

El marcaje de los cristales de CaOx se llevo a cabo de la manera correcta con la
técnica de Von Kossa, esto se evidencia con los controles positivos y negativos para
CaOx (Fig. 19). Ademas, el analisis de imagenes automatico con el programa
ImageJ logro identificar las masas de cristales y cuantificar su area bidimensional
(Fig. 20).

La mayor parte de las morfologias encontradas en los cladodios de la pitahaya se
han reportado en la literatura. Los cristales aciculares o rafidios (Fig. 21 Ay By Fig.
25 A) se han reportado en Weberocereus biolleyi (Cactaceae) (6), en Eichhornia
(Pontederiaceae) (148), en Xanthosoma sagittifolium (Araceae), en Psychotria
punctate (Rubiaceae) (149,150), en H. costaricensis (69), entre otras especies.
Normalmente, estos cristales tuvieron diametros de entre 2 a 4 um y un largo entre
10 a 80 um y se ha reportado que se encuentran compuestos por oxalato de calcio
monohidrato (6) o whewellita (148). Se han reportado rafidios que se encuentran
agrupados (6). El analisis de la composicion elemental de los rafidios respalda que
los cristales estan compuestos por Ca, C, y O, que son los elementos que componen
el oxalato de calcio (Fig. 25 A - B), y que el estado de hidratacion del CaOx que los

componen es el monohidrato o whewelita (Fig. 25 C) (129-133).

Los cristales prismaticos romboides o cuadrados (Fig. 21 C y D) y los cristales
prismaticos rectangulares tetragonales (22 A y B), se pueden encontrar solos (Fig.

22 A) o en grupos (Fig. 22 B), asi como se ha reportado en Lemna perpusilla
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(Lemnaceae) (151), en Capsicum annuum (Solanaceae) (152) y en H. costaricensis
(69), en donde se encontraron cristales de CaOx solitarios y en grupos. Estos
también estaban compuestos por oxalato de calcio monohidrato (6) o whewellita
(148). El analisis de la composicidén elemental de los cristales prismaticos romboides
0 cuadrados muestra que los cristales estan compuestos por Ca, C, y O, que son
los elementos que componen el oxalato de calcio, y que el estado de hidratacion del

CaOx que los componen es el monohidrato o whewellita (Fig. 25 D - 1) (129-133).

Dentro de la revision bibliografica no se encontr6 mencién sobre la presencia de
drusas en proceso de formacion, probablemente porque este proceso se visualiza
mucho mejor en microscopia de luz por medio del marcaje con Von Kdéssa (Fig. 21
E y 23 B). Con esta técnica se puede observar los idioblastos con diferentes niveles
de llenado de cristales de CaOx en su interior. Aparentemente la precipitacion de
cristales comienza en la periferia del idioblasto, y puede darse en diferentes puntos
de ésta al mismo tiempo (Fig. 21 E). Esto podria deberse a que dentro de la camara
del idioblasto hay un ambiente propicio para la formacién de los cristales de CaOx,
pero los precursores deben ingresar a través de la membrana celular del idioblasto.
Probablemente cuando ingresa el Ultimo componente necesario para formacion del
CaOx, se desencadena el proceso de nucleacion en la zona proxima a su ingreso
por la membrana celular. Este luego se extiende por la periferia y comienza a
expandirse hacia el centro del idioblasto conforme se va agrandando el cristal. El
analisis de la composicion elemental de las drusas en proceso de formacion muestra
gue los cristales estdn compuestos por Ca, C, y O, que son los elementos que
componen el oxalato de calcio (Fig. 25 J y K), y que el estado de hidratacion del
CaOx que lo componen es el dihidrato o weddellita (Fig. 25 L) (129-133).

Las drusas fueron las que presentaron una mayor diversidad de morfologias. En
términos generales se ha reportado que las drusas estan compuestas por cristales
de CaOx dihidrato (6). La morfologia clasica de las drusas se asemeja a una flor
cristalina con disposicion simétrica de sus apéndices (5,148), y puede medir de 40
um (148) hasta 70 um de didmetro (6). Sin embargo, no se observaron drusas con

esta morfologia. Basado en la definicion de drusa, la cual es una aglomeracion de
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cristales, se propone entonces designar las nuevas morfologias como drusas,

aungue no coincidan con las formas clasicas.

Algunas de las morfologias encontradas, ya han sido reportadas por la literatura
para otras especies distintas a H. costaricensis. Las drusas compactas (Fig. 22 C)
se han reportado con una morfologia muy similar a la observada en Gymnocallycium
platense (Cactaceae) (153). Las drusas formadas por cristales prismaticos
tetragonales se han reportado en Brachycereus nesioticus (Cactaceae) (6). El
andlisis de la composicion elemental de las drusas compactas muestra que los
cristales estan compuestos por Ca, C, y O, que son los elementos que componen
el oxalato de calcio (Fig. 25 P y Q), de igual forma en el caso de las drusas
compuestas por cristales prismaticos tetragonales (Fig. 25 N y O). En ambos casos
el estado de hidratacion del CaOx es dihidrato o weddelita (Fig. 25 O y R) (129-
133).

Hasta donde se conoce, las drusas tipo laberinto (Fig. 22 E) no estan reportadas en
la literatura relacionada con el género. El reporte mas cercano incluye a
Selenicereus grandiflorus (Cactaceae) (6), donde son denominadas por los autores
como drusas formadas por cristales tetragonales, debido a que son cristales
prismaticos rectangulares tetragonales. Sin embargo, se observé que su nucleo no
estaba completamente denso, como normalmente se observan en cristales
prisméticos tetragonales, sino que tenian un contenido interno heterogéneo (6). Las
drusas tipo laberinto observadas en este trabajo mostraron por su parte una
estructura geomeétrica interna de laminas de cristales de CaOx que formaban
angulos de 90° de forma reiterativa y el centro de dichas laminas se observaban
aparentemente hueco (Fig. 22 E). El andlisis de la composicién elemental de las
drusas tipo laberinto mostr6 que los cristales también estaban compuestos por Ca,
C,y O, gue son los elementos que componen el oxalato de calcio (Fig. 25 Sy T),y
el estado de hidratacién encontrado fue CaOx dihidrato o weddellita (Fig. 25 U)
(129-133).

La ultima morfologia de drusa observada fueron las drusas amorfas de cristales de

CaOx, que no tenian ningun tipo de forma geométrica especifica, sino que se
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asemeja a una masa heterogénea que no se encuentra reportada en la literatura
consultada. La morfologia reportada en la literatura que mas se asemeja a la drusa
amorfa son los cristales puntiformes o cristales en arena; sin embargo, estas son
aglomeraciones no tan compactas como las drusas amorfas y, segun lo reportado
en la literatura, cada cristal individual tuvo una morfologia de poligono con vértices
(5,148). Una morfologia similar también se ha reportado con el término de drusas
esféricas; sin embargo, de igual forma, los cristales individuales que componen
estas drusas son poligonos que tienen algunos de sus extremos puntiagudos
similares a los vértices de un triangulo (6). El andlisis de la composicion elemental
de las drusas amorfas mostro que los cristales estaban compuestos por Ca, C, y O,
gue son los elementos que componen el oxalato de calcio (Fig. 25 Vy W), y su
estado de hidratacion del CaOx fue dihidrato o weddellita (Fig. 25 X) (129-133).

También se encontraron cristales individuales inmersos en una organela (Fig. 24).
Estos cristales fueron Von Késsa positivos, por lo que es muy probable que sean
cristales de oxalato de calcio. Sin embargo, al estar inmersos en una matriz
organica, al observarlos en SEM, solo se visualizé la membrana de la organelay no
su contenido, por lo que el andlisis elemental de este cristal no se pudo realizar.
Para realizar este analisis se debe realizar el estudio con rayos X en un corte
nanométrico en TEM. Este tipo de cristales tampoco se pudieron observar en

espectroscopia RAMAN, por las mismas razones antes mencionadas.

Algo sobresaliente acerca de la diversidad de morfologias encontradas para las
drusas es que, las drusas clasicas en forma de flor (5,148) tienen una forma muy
simétrica, al igual que las drusas compactas (Fig. 22 C), y las drusas tipo laberinto
(Fig. 22 E). Esto puede sugerir que durante la biosintesis o ensamblaje de los
cristales de CaOx que forman la drusa, su crecimiento se da de forma ordenada,
dirigida y precisa, para que asi se lleve a cabo la formacion de angulos tan perfectos

como los observados en la drusa tipo laberinto.

Sin embargo, de forma antagonica, al observar las drusas de cristales prismaticos
tetragonales (Fig. 22 D), y las drusas amorfas (Fig. 22 F), la simetria y el orden se
pierden por completo. Esto sugiere que, en el caso de las drusas amorfas, la
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biosintesis de los cristales de CaOx ocurre de forma desordenada, y el ensamblaje
de estos dos tipos de drusa parece que ocurre de forma azarosa, sin ningun orden

aparente.

En la literatura se reporta que las matrices intravacuolares, como las cdmaras de
cristales de los idioblastos, son estructuras importantes para determinar la forma y
el tamafo del crecimiento de los cristales de CaOx. Estas cAmaras de cristales de
los idioblastos forman compartimentalizaciones internas de monocapas de lipidos y
polisacaridos que limita el espacio en el que el cristal puede desarrollarse (4).
Dependiendo de estas compartimentalizaciones, asi el cristal individual puede

tomar una u otra forma y tamanfo.

Se han reportado diferentes proteinas asociadas a los cristales y a su biosintesis.
Sin embargo, no existe una descripcion precisa del papel que desempefian (4).
Puede que algunas enzimas promuevan la formacion de cristales simétricos, con
formas geométricas como los cristales prismaticos encontrados en H. costaricensis,
y que haya otras enzimas que promuevan la formacion de cristales amorfos, como
en el caso de las drusas amorfas encontradas en H. costaricensis. Asi mismo, es
posible que sea una enzima o un grupo de enzimas las que siempre intervengan en
la biosintesis del CaOx y dependiendo de las condiciones internas del idioblasto,

puedan cambiar su funcionamiento para formar cristales amorfos o geométricos.

Con respecto al ensamblaje de las drusas, dentro de la revisién bibliografica no se
encontré ninguna referencia que explique exactamente como se lleva a cabo su
proceso de ensamblaje. Si se analiza detenidamente de forma légica la drusa de
cristales prismaticos tetragonales (Fig. 22 D) y se plantea la pregunta ¢ Las drusas
se forman por el ensamblaje de miles de cristales individuales? La respuesta mas
probable es que si se forman por el ensamblaje de cristales individuales, ya que se
pueden observar en la superficie muchos cristales prismaticos tetragonales que

estan unidos a un ntcleo.

Sin embargo, al analizar la drusa tipo laberinto (Fig. 22 E) y se plantea la misma
pregunta, la respuesta mas légica es ser negativa, que no se forman a partir de

cristales individuales. Debido a que, en caso de ser una respuesta positiva,
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implicaria que las laminas de CaOx o los cubiculos del laberinto observado tienen
gue desplazarse una distancia determinada para poder ensamblarse y formar la
drusa. El desplazamiento micrométrico de laminas de mas de 50 um de largo a nivel
celular resulta muy poco probable. En este caso, parece mas l6gico que la drusa se
formara a partir de un punto de nucleacion especifico, y que a partir de este la drusa

crezca paulatinamente hasta formar este tipo de morfologia de laberinto.

Si el crecimiento de las drusas se lleva a cabo dentro de un idioblasto, puede que
las proteinas de membrana que regulan el transporte de los precursores necesarios
para la formacion del CaOx, como el ascorbato y el Ca, del espacio intercelular hacia
dentro del idioblasto, pueden intervenir en la formacion de cristales de CaOx en una

morfologia determinada dependiendo de su concentracion (4,149).

Ahora si bien, como se menciono anteriormente, dentro de la camara de cristales
del idioblasto hay compartimentalizaciones que aparentemente limitan el
crecimiento de los cristales de CaOx y determinan su morfologia. Es dificil concebir
qgue existan compartimentalizaciones tan complejas que tengan una morfologia
interna de tipo laberinto para que determinen este tipo de forma. Es posible que
intervengan otros factores fisicos y enzimaticos que colaboren a la formacién de

este tipo de drusas.

6. Cuantificacion de cristales de CaOx en tallos de pitahaya y su posible

relacién con la concentracién de clorofilay los carotenoides.

Al comparar el porcentaje del area bidimensional de cristales de CaOx con respecto
al area total de las microfotografias a X200, el tratamiento que tuvo mayor area con
cristales de CaOx fue el tratamiento a la sombra (Fig. 26). Este resultado contradice
la hipotesis inicial, que suponia que el tratamiento de exposicidon al sol iba a tener
una mayor cantidad de cristales de CaOx debido a que el estrés generado por el
exceso de radiacion luminica que provocaba el aumento en la sintesis de CaOx
para aumentar las defensas de la planta contra factores biéticos y abibticos, asi

como lo reportdé Retana-Sanchez (154) y lo han postulado otros autores (5,6,148).
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Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo parecen respaldar los
resultados obtenidos por Tooulakou et al. (59), en donde se relaciona la biosintesis
de CaOx con la fotosintesis. Se propone que el CaOx puede ser una molécula cuya
funcién alternativa es la reserva de carbono para la planta (59). En ese sentido, las
plantas a la sombra, como ya se indicé en la seccién de analisis de factores
abidticos, eran mas verdes, por lo que se espera que tengan mayor concentracion
de clorofila en sus cladodios, lo que le permite tener mejores condiciones para
fotosintetizar y formar asi moléculas de reserva energética que las plantas
sometidas al tratamiento al sol, que tuvieron cladodios mas amarillos, con menos

clorofila disponible para fotosintetizar.

La primera parte de esta premisa se comprueba con los resultados obtenidos en la
cuantificacion de clorofila en plantas al sol y a la sombra. Como se observa en la
Fig. 36, los cladodios sometidos al tratamiento de sombra tuvieron mayor
concentracion de clorofila a, clorofila b, y carotenoides totales, comparado con los
cladodios sometidos al tratamiento al sol. En el caso de las clorofilas, lo anterior se
ha reportado en Fagus sylvatica (Fagaceae) (155), en Tetrastigma hemsleyanum
(Vitaceae) (156), en S. megalanthus y en H. polyrhizus (Cactaceae) (81). En el caso
de los carotenoides, ademas de participar como molécula fotorreceptora para la
fotosintesis, también desempefian un papel importante en la proteccién del aparato

fotosintético durante la exposicion a niveles de radiacion solar peligrosos (157,158).

Por ello, es de esperar que las plantas a la sombra, que tuvieron un color mas verde,
mayor concentracion de clorofila, y mayor concentracion de carotenoides, se
encuentren mejor adaptadas para realizar el proceso de fotosintesis que las plantas
al sol. Si una de las funciones del CaOx es de almacenamiento de carbono, como
lo proponen Tooulakou et al. (59), es comprensible que las plantas de pitahaya a la
sombra tuvieran una mayor concentracion de CaOx que las plantas expuestas al
sol, debido a que, como tienen mejores condiciones para fotosintetizar, pueden

hacerlo de mejor manera, y producir mas moléculas de almacenamiento energético.

Al comparar el porcentaje del area bidimensional de cristales de CaOx con respecto
al area total de las microfotografias a X200 de acuerdo con la zona del tejido
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analizado, se obtuvo que la cumbre fue la zona que tuvo un mayor porcentaje de
CaOx, seguido de la corteza, y finalmente de la médula en el caso del tratamiento
a la sombra (Fig. 27). Sin embargo, el tratamiento al sol no siguié exactamente este
patrén (ver Cuadro 5). La tendencia general de las zonas de tejido del tratamiento
a la sombra siguié la misma tendencia que la concentracion de clorofila y de
carotenoides por zona, donde la cumbre tuvo la mayor concentracion de clorofilas y

carotenoides, seguido de la corteza y por ultimo la médula (Fig. 37).

Esto puede tener la misma explicacibn mencionada anteriormente: la cumbre y la
corteza tuvieron una mayor concentracioén de clorofila y carotenoides, por lo que
tuvieron una mayor tasa fotosintética que la médula que tuvo la menor
concentracion de clorofila y carotenoides. Por ello, si el CaOx es una molécula de
almacenamiento de carbono, es comprensible que se biosintetice mas en las zonas
gue tengan mayor concentracion de clorofila y carotenoides. De forma similar a
como Tooulakou et al. (59) encontré una mayor biosintesis de CaOx en las plantas

de A. thaliana con mayor fotorrespiracion.

Un punto sobresaliente es que sea la zona de la cumbre de la costilla del cladodio,
gue es la zona mas alejada del haz vascular central del cladodio, la que tuviera el
mayor porcentaje tanto de clorofila, como de carotenoides y de CaOx. El porcentaje
gue alcanzoé en las plantas a la sombra, como se puede observar en la Fig. 27, fue
de mas de un 8 % del &rea total de la imagen a 200X. Si se toma en cuenta que la
mayor parte del volumen citoplasmatico, y por ende histoldgico, es agua o mucilago,
lo cual se observa muy bien en la Fig. 18, en donde las células del parénquima estan
casi vacias, debido a que su contenido se pierde durante el procesamiento
histolégico, que un 8 % del total del area sea CaOx es muy sobresaliente. Esto
podria significar que el CaOx es uno de los metabolitos secundarios que mas se

biosintetizan en H. costaricensis.

En la literatura se ha reportado en cormos de Colocasia esczzlenta (Araceae) que
menos del 0.2% del peso fresco de los cormos esta constituido por oxalatos solubles
e insolubles (159). En Lemna minor (Araceae) se reportd que el peso fresco de la
planta estd compuesto por un porcentaje menor al 0.5% de CaOx (160).
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Comparando estos resultados con el 8% encontrado del area por microfotografia de
la zona de la cumbre, sugiere que H. costaricensis probablemente produce mas
cristales de CaOx dentro de esta zona de sus cladodios, que los reportes de C.

esczzlenta y L. minor.

Debido a lo anterior, puede que los resultados reportados por Retana-Sanchez (154)
no se deban necesariamente a la diferencia de exposicién solar, en donde no se
mencionan las condiciones abioticas de las plantas que estaban expuestas a pleno
sol ni de las plantas que estaban bajo porcentajes a la sombra. Puede que esta
diferencia encontrada en los porcentajes de concentracion de calcio se deba a una
respuesta de defensa contra la enfermedad de la mancha blanca, que se cree que
se produce por un desbalance fisiolégico de minerales, o a algun otro factor abiotico
o0 biodtico distinto a la radiacion luminica. Por ejemplo, en Sida rhombifolia
(Malvaceae) se ha reportado el incremento en la concentracion de cristales de CaOx
en hojas de plantas que fueron sometidas a herbivoria (161). Un reporte similar se
dio en Pancratium sickenbergeri (Amaryllidaceae) (162). En cacao se ha reportado
el incremento de cristales de CaOx en tejidos infectados por Moniliophthora

perniciosa (163).

Es importante dejar claro que la funcidon propuesta, de la participacion del CaOx
como molécula almacenadora de carbono, no excluye las otras funciones que se
han propuesto para este compuesto como la participacion de esta molécula en la
regulacién interna de calcio (3,5,27,95). El CaOx, fisiologicamente y osmoticamente
inactivo, puede ser acumulado en tejidos maduros, o en 6rganos en desarrollo (5)
para dar rigidez a la pared celular primaria y secundaria (5) y para la proteccién
mecanica de la planta contra herbivoros (5,96). Por lo tanto, el CaOx es un
compuesto con diferentes funciones simultaneas que intervienen en la fisiologia y

en los sistemas de defensa de las plantas.

En la cresta superior del borde de las costillas de los cladodios, que en este estudio
se llamo “cumbre”, es la zona mas expuesta ante posibles ataques de herbivoros.
La cumbre fue la zona en donde hubo una mayor abundancia de cristales de CaOx.

Esto sugiere que, ademas de ser un compuesto que interviene en la reserva de
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carbono en la planta, tener una funcion de proteccién contra la herbivoria en el
cladodio (5,96).

Con respecto al tratamiento al sol, si bien la cumbre tuvo un mayor porcentaje de
cristales de CaOx que la corteza y la médula, como en el tratamiento a la sombra,
no se encontrd una diferencia significativa entre la corteza y la médula (Cuadro 5).
Esto puede deberse a que el tratamiento al sol tuvo una concentracién mas baja de
clorofila y de carotenoides que el tratamiento a la sombra (Fig. 37) y, en
consecuencia, disminuyera la biosintesis de cristales de CaOx en la corteza y la
médula a una concentracion tal que no se encontrara diferencia entre la corteza y

la médula del cladodio.

Como se observa en el Cuadro 5, existieron algunas relaciones entre la médula del
tratamiento a la sombra y la corteza del tratamiento al sol, donde no se observo
diferencia significativa en cuanto al porcentaje de CaOx. El tratamiento a la sombra
tuvo un mayor porcentaje de CaOx al compararlo con el tratamiento al sol; en ambos
casos la tendencia fue que la corteza tuvo un mayor porcentaje con respecto a la
médula. Esto, por lo tanto, sugiere que las diferencias encontradas se deben a que
la médula del tratamiento a la sombra tuvo un porcentaje de CaOx muy similar a la

corteza del tratamiento al sol.

Como se explicé en la seccion de analisis de factores abioticos (Capitulo V. 1.), por
la posicion cercana al ecuador es comprensible que no hubiera diferencia en la
radiacion solar incidente, independientemente del punto cardinal en que se
recolectaran las muestras. Por ello es comprensible no haber encontrado diferencia
en la cantidad de cristales de CaOx en ninguno de los tratamientos, en ninguno de

los puntos cardinales (Fig. 28).
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7. Andlisis de la distribucion espacial de los cristales de CaOx en el tejido

caulinar.

Las areas de los cristales encontrados por microfotografia se dividieron en cinco
rangos: [0,10] um? que abarca los cristales muy pequefios que se perciben en las
imagenes como puntos; [10,100[ um? para los cristales individuales aciculares, y
prismaticos pequefios; [100,1500] um? para los cristales prismaticos grandes, y
drusas pequefias; [1500,10000[ um? y [10000,0] pm? para las drusas masivas (Fig.
33).

El no hallar diferencia significativa en el nimero de cristales de CaOx encontrados
los tratamientos al sol y a la sombra (Fig. 29), ni en el promedio de cristales de CaOx
por microfotografia (Fig. 32), indica que estos paradmetros no son los indicados para
realizar la comparacion de la abundancia de cristales de CaOx entre los
tratamientos. Los cristales tipo drusa, que son los que poseen el mayor tamafio y
area, en comparacion con los cristales individuales, estan compuestos por cientos
0 miles de cristales, pero se cuantifican como un solo cristal, lo cual provocaria un

sesgo en los resultados.

Como se observa en la Fig. 30, los cristales individuales con un area menor a 10
um? fueron los mas abundantes, tanto en el tratamiento al sol como en el ala
sombra, y la abundancia disminuy6 conforme aumenté el area de los cristales. Esto
tiene sentido debido a que, al ser los cristales dentro de este rango los mas simples,
son mucho mas faciles de sintetizar que una drusa compuesta por cientos o0 miles

de cristales de CaOx.

No se encontro diferencias en el nimero de cristales de CaOx entre las diferentes
zonas del tejido (Fig. 31), ni en el promedio del area de cristales de CaOx de acuerdo
con la zona de tejido y al tratamiento al sol y a la sombra (Fig. 34). Esto sugiere que
se pueden encontrar cristales de cualquier tamafio a lo largo de todo el tejido. Sin
embargo, que no se encontraran diferencias significativas al comparar el promedio
del area de cristales de CaOx de acuerdo con la zona de tejido puede ser un efecto
de que soélo se analizaron cuatro microfotografias por zona de tejido y por

tratamiento. En la Fig. 34 se puede observar que, si bien el promedio del area de
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los cristales de acuerdo con la zona de tejido fue muy similar en todas las zonas, la
varianza del area de los cristales de CaOx de la cumbre fue mucho mayor que la
varianza de los cristales de la corteza y la médula. Puede que la diferencia entre
estas varianzas no fue lo suficientemente grande para ser estadisticamente

significativa debido al n tan pequefio analizado.

Como se observa en el Cuadro 6, en todos los casos, sin importar el tratamiento ni
la zona de tejido analizado, los cristales tuvieron una distribucion espacial agrupada.
Probablemente esta distribucion favorece la formacion de agrupaciones de cristales
o drusas de diferentes morfologias y tamanos.

8. Cuantificacion de cristales de CaOx por medio del método de digestion

enzimaética.

Basado en los resultados obtenidos con este trabajo en cuanto a la cuantificacion
de CaOx por medio de la digestidon enzimatica con pectinasa, se puede establecer
gue el protocolo implementado por Vifias & Jiménez (69) no es el mas adecuado
para la cuantificacion de los cristales en H. costaricensis. Lo anterior se debe a que
en este protocolo se emplea un filtro de 45 um de didmetro para separar la solucién
con los otros restos digeridos del tejido del cladodio del resto de detritos tisulares
(Fig. 35), sin tomar en cuenta que las drusas pueden llegar a tener diametros de
mas de 100 um (Fig. 21, Fig. 22 y Fig. 23), por lo que no van a poder pasar a través

del diametro del filtro, y no se van a poder cuantificar.

Ademas, las drusas con un diametro menor a 45 pm que logren atravesar el filtro
pueden perderse al quedarse adheridas con la cristaleria empleada o pueden
guedarse en la parte superior de la centrifugacion con las diferentes soluciones de

sacarosa empleadas, como se observo en este trabajo.

Finalmente, en caso de que se logre corregir las fallas del protocolo, y que se
establezca uno que permita la obtencion de todos los cristales de CaOx, en sus
diferentes morfologias y tamafios, la cuantificacion realizada por medio del
hemocitometro tampoco es adecuada para cuantificar los cristales de CaOx en
ninguna especie que tenga drusas. Lo anterior se debe a que, dentro del campo de
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cuantificacion del hemocitometro, una drusa se cuantifica como un solo cristal, pese
a que estd compuesta por cientos o miles de cristales. Como no se puede
determinar el numero de cristales de CaOx que compone una drusa, la
cuantificacion obtenida seria incorrecta y no representaria bien a la concentracion

de cristales de CaOx por gramo de tejido.

El protocolo que se propone en esta investigacion resulta adecuado para la
cuantificacion del CaOx en cladodios de H. costaricensis por medio de analisis de
imagenes a nivel microscépico con la técnica de Von Késsa (25) modificada por
Yasue (1). La limitacion de esta cuantificacibn es que se realiza de forma
bidimensional por medio de la comparacion del area de una microfotografia cubierta
por cristales de CaOx con respecto al area total de la microfotografia. Esto limita la
cuantificacion a nivel bidimensional, y no permite extrapolar a nivel tridimensional.
Sin embargo, dentro de las ventajas que tiene el método de cuantificacion que se
propone es que permite determinar la ubicacién a nivel tisular y celular de los
cristales de CaOx y que, al realizar el andlisis de cortes histoldgicos con rayos X en
SEM y con RAMAN se puede determinar el estado de hidratacion de las diferentes

morfologias de los cristales de CaOx.

Otras técnicas de cuantificacion, como la High Performance Liquid Chromatography
(HPLC), permiten la cuantificacion de metabolitos secundarios como el &cido oxalico
y el CaOx. Se hareportado la cuantificacion de CaOx en Colocasia esczzlenta (159),
en Nelumbo nucifera (Nelumbonaceae) (164), en L. minor (160), entre otras
especies. Este tipo de cuantificacion permitiria determinar la concentracion de CaOx
por gramo de tejido. Sin embargo, no puede determinar ni el estado de hidratacién
del CaOx ni la ubicacién espacial de los cristales, y requiere de un equipo muy
especializado, econédmicamente costoso y de protocolos estandarizados para llevar

a cabo la cuantificacion.
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9. Comparaciéon de la floracion y produccién de frutos de los tallos

sometidos a los tratamientos al sol y ala sombra.

Como se puede observar en las Fig. 38 y 39, no hubo diferencia en cuanto a la
produccion de botones florales y frutos entre los tratamientos al sol y a la sombra.
Es posible que no se detectara diferencia debido que el ndmero de plantas
muestreadas no tuvo el tamafio adecuado como para encontrar una diferencia
estadisticamente significativa, o debido a que, para observar cambios en la
produccion hay que esperar un mayor tiempo con el tratamiento a la sombra, y
esperar hasta dos afios para observar diferencias significativas en la produccién
(81).

Esto se respalda en la literatura, en donde se ha reportado que el porcentaje 6ptimo
de sombra, para obtener una produccion 6ptima, varia dependiendo de la especie,
por ejemplo, en el caso de H. polyrhizus el porcentaje de sombra 6ptimo es de 30%,
mientras que para S. megalanthus es de 60%. H. polyrhizus aumento6 el numero de
flores bajo el tratamiento a la sombra el 30% comparado con el testigo. En estos
casos, ambas especies aumentaron su produccion al ser cultivadas bajo el

porcentaje de sombra Optima al segundo afio de produccion (81).

Con los resultados de esta investigacion se puede concluir que, en el caso de H.
costaricensis, el saran de 50% de sombra protege a las plantas que se encuentran
bajo la radiacion solar directa durante todo el dia contra quemas por sol y contra el
amarillamiento de sus cladodios (Figuras 2, 7, 8 y 9). Ademas, en s6lo dos meses
del tratamiento a la sombra al 50% se observo un ligero aumento en la cantidad de
cristales de CaOx en los cladodios (Fig. 26 y Fig. 27), y la concentracion de clorofila
a, clorofila b y carotenoides en los cladodios (Fig. 35 y Fig. 36). Esto se traduce en
cladodios mas saludables, con mayor capacidad fotosintética, y probablemente
mejores defensas contra la herbivoria y mayores moléculas de almacenamiento

energeético.
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V. CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se puede concluir que el tratamiento a la sombra con saran al 50% disminuye el
amarillantamiento de los cladodios de H. costaricensis y aumenta el verdor de los
tallos, lo cual se refleja en valores menos positivos de L*a*b*, mayor concentracion
de clorofila a y b y de carotenoides totales. Sin embargo, se desconoce si este
porcentaje de sombra es el porcentaje Optimo para esta especie, debido a que el
porcentaje Optimo varia entre especies (81), y que no se encontro diferencia en la
produccién de botones florales y frutos en los tratamientos analizados. Para
determinar esto se deben poner a prueba diferentes porcentajes de sombra y
realizar un monitoreo de flores, botones florales, y frutos producidos por un periodo

de al menos dos afos de los diferentes tratamientos a la sombra y del testigo.

La técnica de Von Késsa (25) modificada por Yasue (1) fue muy efectiva para el
marcaje argentafin de cristales de CaOx en cladodios de H. costaricensis. El
emplear una contratincion que resalte el contraste de los cristales con el fondo del
tejido, como la eosina empleada, permite el analisis de imadgenes automatizado con
el programa ImageJ, con lo que se puede cuantificar el area de cada uno de los
cristales por microfotografia, y realizar andlisis cuantitativos con los datos obtenidos.
Este protocolo de analisis de imagenes resulta de gran importancia para la
histocitotecnologia debido a que permite la cuantificacién de cristales de oxalato de
calcio, que permite realizar analisis estadisticos para variables cuantitativas.
Ademas, este analisis realizado con ImageJ puede servir como base para llevar a
cabo una cuantificacion similar de otras macromoléculas, que se puedan detectar

con otras técnicas histocitoquimicas, ademas de otros parametros celulares.

La luz incidente afecta la biosintesis de cristales de CaOx. En el tratamiento a la
sombra fue en el que se observdé mayor abundancia de cristales de CaOx. Esto
sugiere gue el CaOx puede estar implicado como molécula de almacenamiento de
carbono al ser un producto alterno de la fotosintesis, segun la hipétesis de
Tooulakou et al. (59). Ademas, al encontrar mayor abundancia de cristales de CaOx
en la cresta de las costillas de los cladodios, que es la zona mas alejada del haz

vascular central, que se encuentra mas expuesta ante posibles ataques de
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herbivoria, parece que estos cumplen una multiplicidad de funciones en la planta.
Estas funciones van desde la proteccion contra herbivoria, regulacion de los niveles
de Caen la plantay reserva de carbono, entre otras posibles funciones que resultan

beneficiosas para la planta.

La abundancia de los cristales de CaOx es mayor conforme disminuye el area de
estos. Por ello, los cristales individuales, como los rafidios y los cristales prismaticos
tetragonales, fueron muy abundantes. Mientras que las drusas, que tienen areas de
entre 100 um hasta mas de 10.000 um, fueron menos abundantes, pero contienen
un area que supera a la sumatoria de todos los cristales individuales de una

microfotografia a 200X.

Para determinar la morfologia precisa de los cristales de CaOx se requiere
necesariamente de SEM. La técnica empleada de analizar en SEM cortes de 50 um
montadas sobre portaobjetos permite obtener informacion sobre la superficie
externa e interna de los cristales de CaOx. Se encontraron cristales con las
morfologias reportadas por la literatura (rafidios o cristales aciculares, cristales
prismaticos cuadrados, rectangulares y tetragonales, que estan compuestos por
CaOx monohidrato o whewelita). En cuanto a las drusas, se considera que se debe
ampliar su clasificacion debido a sus diversas morfologias. Se encontraron drusas
compactas y drusas formadas por cristales prismaticos tetragonales que se han
reportado en la literatura para especies distintas a H. costaricensis. También se
encontraron drusas tipo laberinto y amorfas, que no han sido reportadas para
ninguna especie, basado en la revision bibliogréafica realizada. Todas las drusas

estan compuestas por CaOx dihidrato o weddelita.

Puede que las drusas no sean simplemente una acumulacion de cristales
individuales, sino que una drusa podria formarse a partir de uno o mas puntos de
nucleacién que finalmente convergen, pero que pueden desarrollarse y crecer aun
cuando la drusa ya ha sido formada. Con la técnica de Von Kdssa se encontraron
drusas en proceso de formacion, comenzando en la periferia del idioblasto, hasta

llenar el volumen total de éste.
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Una aporia surge debido a que los cristales prisméaticos tetragonales individuales
estan compuestos por CaOx monohidrato, y las drusas compuestas por cristales
prisméaticos se encuentran formados por CaOx dihidrato. Esto postula dos
posibilidades: para que los cristales prismaticos individuales se unan al formar una
drusa deben de modificar su estado de hidratacion de monohidrato a dihidrato o los
cristales prismaticos individuales son distintos a los que componen las drusas de

cristales prismaticos.

Esto puede sugerir que la membrana del idioblasto posee proteinas de transporte
selectivo que regula la concentracion de los precursores necesarios para la
formacion de cristales de CaOx. Es importante también considerar que la
compartimentalizacién de la camara de cristales del idioblasto no es el Unico factor
gue determina la morfologia de los cristales, ya que es poco probable encontrar una
compartimentalizacion con un sistema morfolégico tan complejo que forme las
drusas tipo laberinto sin ayuda de la regulacién de la concentracion de los
precursores y de enzimas relacionadas con la formacion de los cristales de CaOx.
Ademas, que hay un factor quimico o enzimatico que genera ese cambio del estado
de hidratacion de monohidrato de los cristales prismaticos simples al estado

dihidrato de las drusas.

Los cristales de CaOx se encuentran en una distribucion espacial agrupada. Esto
implica que los idioblastos en el tejido deberian encontrarse agrupados. Ademas,
puede que esta agrupacion de los cristales individuales contribuya a la formacion

del gran numero de drusas encontrados.

El protocolo de cuantificacion de cristales de CaOx por medio de la digestion
enzimatica propuesto por Viflas & Jiménez (69) puede no ser adecuado para la
cuantificacion de cristales de CaOx en los cladodios de H. costaricensis. Esto debido
a que en este protocolo se emplea un filtro de 45 um de diametro para separar la
solucion digerida del tejido del cladodio, sin tomar en cuenta que las drusas pueden
llegar a tener diametros de mas de 100 um, por lo que no van a poder pasar a través

del diametro del filtro, y no se van a poder cuantificar.
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Ademas, las drusas con un diametro menor a 45 pum que logren atravesar el filtro
pueden perderse al quedarse adheridas con la cristaleria empleada o pueden
guedarse en la parte superior de la centrifugacién con las diferentes soluciones de
sacarosa empleadas. Y en caso de que se logre corregir las fallas del protocolo, y
gue se establezca uno que permita la obtencion de todos los cristales de CaOx, en
sus diferentes morfologias y tamafos, la cuantificacion realizada por medio del
hemocitdmetro no es adecuada para cuantificar los cristales de CaOx en ninguna
especie gue tenga drusas, debido a que dentro del campo de cuantificacién del
hemocitbmetro una drusa se cuantifica como un solo cristal, pese a que esta
compuesto por cientos o miles de cristales. Como no se pudo determinar el nUmero
de cristales de CaOx que compone una drusa, la cuantificacion obtenida seria
incorrecta y no representaria bien a la concentracion de cristales de CaOx por
gramo de tejido.

El protocolo que se propone en esta investigacion resulta adecuado para la
cuantificacion del CaOx en cladodios de H. costaricensis con de andlisis de
imagenes a nivel microscopico por medio de la técnica de Von Kossa (25)
modificada por Yasue (1) analizadas con ImageJ. La limitacion de este método es
gue se realiza de forma bidimensional por medio de la comparacion del area de una
microfotografia cubierta por cristales de CaOx con respecto al area total de la
microfotografia. Esta cuantificacion a nivel bidimensional no permite extrapolar a
nivel tridimensional (como a nivel de un volumen de muestra) de forma directa, sino
gue se tiene que estudiar la relacion entre el porcentaje de &rea de cristales de
CaOx por microfotografia, con la cantidad (g) de CaOx por gramo de peso fresco o
seco de tejido, para asi determinar si ambas funciones poseen el mismo

comportamiento.

Dentro de las ventajas que tiene este método de cuantificacion es que permite
determinar la ubicacién a nivel tisular y celular de los cristales de CaOx y que, al
realizar analisis paralelos de cortes histoldgicos con rayos X en SEM y con RAMAN,
se puede determinar el estado de hidratacion de las diferentes morfologias de los

cristales de CaOx.
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Este protocolo de cuantificacion de cristales de CaOx se puede emplear en estudios
posteriores para identificar si el porcentaje de CaOx por microfotografia en cladodios
de H. costaricensis varia dependiendo de la variedad, y de otros factores bibticos o
abidticos. Ademas, se puede emplear para encontrar individuos de H. costaricensis
que produzcan muchos o pocos cristales de CaOx, para someterlos a un proceso
de seleccion artificial y generar asi variedades H. costaricensis que no produzcan
cristales de CaOx, cuyos cladodios puedan ser utilizados para el consumo animal.
También se puede emplear para encontrar plantas que sinteticen CaOx en exceso

gue puedan emplearse para su extraccion con fines industriales.

El protocolo de cuantificacion de CaOx que se propone en esta investigacion se
puede emplear para cuantificar y caracterizar los cristales de CaOx en tejidos
vegetales de probablemente cualquier especie. Esto podria tener valor para la
clasificacion taxondmico y nutricional, de acuerdo con el objetivo de la investigacion
y a la especie con la que se trabaje. Por ejemplo, al poder conocer el contenido de
CaOx de especies cuyos tejidos se emplean para el consumo del ser humano y
otros animales, se podria probar si realmente existe una correlacion causal entre el
consumo de oxalatos y la formacion de piedras renales, asi como lo proponen
diferentes autores (5, 13, 30-33). Para asi poder comprehender mejor la
patogénesis de la nefrolitiasis y, en el caso de que la correlacion sea causal, quiza
disminuir su incidencia al evitar el consumo de especies con una alta concentracion

de CaOx en sus tejidos comestibles.

Ademas, el andlisis de imagenes propuesto para esta investigacion se puede
extrapolar para la cuantificacion de otras moléculas de interés cientifico. Como, por
ejemplo, el marcaje de anticuerpos por medio de IHC que puede emplear la
diaminobencidina como cromdégeno, que produce un producto final de reaccién
coloreado muy similar al producto de la tincién de Von Késsa (55, 70, 75-77, 97).
Para el diagnostico patolégico por medio de IHC se suele realizar un analisis
semicuantitativo empleando un sistema de cruces para la cuantificacion aproximada
de la expresién de la reacciébn antigeno-anticuerpo en la muestra (98). Esta

interpretacion, se encuentra sujeta a la interpretacion del observador. Es posible
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gue se pueda cuantificar de forma precisa, por medio del analisis de imagenes
propuesto en esta investigacion, la sumatoria del area de las células positivas para
un anticuerpo en especifico con respecto al area total de la microfotografia a una
magnificacion determinada, y asi poder obtener resultados objetivos, precisos y de

forma rapida, que faciliten el diagnostico patoldgico de enfermedades.
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VI. CAPITULO VIII: ANEXOS

Anexo 1. Macro del programa ImageJ empleado para el andlisis de cristales de
CaOx en pitahaya.
/I Color Thresholder 2.0.0-rc-64/1.52d

/I Autogenerated macro, single images only!

min=newArray(3);

max=newArray(3);

filter=newArray(3);

a=getTitle();

run("HSB Stack");

run("Convert Stack to Images");

selectWindow("Hue");

rename("0");

selectWindow("Saturation");

rename("1");

selectWindow("Brightness");

rename("2");

min[0]=0;

max[0]=255;

filter[0]="pass";

min[1]=0;

max[1]=255;

filter[1]="pass";

min[2]=0;

max[2]=122;

filter[2]="pass";

for (i=0;i<3;i++){
selectWindow(""'+i);

setThreshold(minl[i], max]i]);

147



run("Convert to Mask");
if (filter[i]=="stop") run("Invert");
}
imageCalculator("AND create”, "0","1");
imageCalculator("AND create", "Result of 0","2");
for (i=0;i<3;i++){
selectWindow("'+i);
close();
}
selectWindow("Result of 0");
close();
selectWindow("Result of Result of 0");
rename(a);
/I Colour Thresholding-------------
run("Set Scale...", "distance=400 known=200 pixel=1 unit=um");

run("Analyze Particles...", "display include in_situ");
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