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Resumen

La biomineralizaciéon es la produccion de minerales que sintetizan los organismos
bioldgicos; en las plantas los cristales de oxalato de calcio son los biominerales méas
abundantes, pueden formarse en cualquiera de sus tejidos, con morfologias, distribuciéon y
naturaleza especificas en los taxones a nivel de familia y género. Fueron de las primeras
estructuras vegetales vistas bajo el microscopio y desde entonces las microscopias, fotonica
y electronica, han sido muy empleadas para observar y estudiar estos cristales. El
conocimiento de la morfologia, formacion y ubicacion de los cristales de oxalato de calcio
en plantas es esencial para comprender la funcion que tienen en éstas y la microscopia tiene
un papel importante al momento de estudiarlos. No existe un estudio que indique
ventajas/desventajas de técnicas microscopicas para la observacion y estudio de cristales de
oxalato de calcio en angiospermas. La presente investigacion se realizd para establecer
lineamientos metodoldgicos para el estudio de los cristales de oxalato de calcio en las
angiospermas cultivadas teniendo como objetivo fundamental sugerir cual microscopia es
méas adecuada para su observacion. Se hicieron laminillas semipermanentes de cortes
transversales de lamina foliar, peciolo y raiz, de 12 especies de angiospermas cultivadas
con representacion de las 5 morfologias basicas de estos cristales. Se analizaron bajo
microscopia fotonica en los sistemas de iluminacion de campo claro, contraste de fases, luz
polarizada y contraste diferencial de interferencia, para determinar los tipos de cristales
presentes en los diferentes 6rganos de las plantas y su ubicacion, asi como las
caracteristicas de los cristales en cada iluminacion; también se prepararon cortes para la
observacion de la morfologia cristalina al microscopio electronico de barrido. Se determiné
la presencia de las 5 morfologias basicas de estos cristales, y sus caracteristicas
morfoldgicas, en los tres 6rganos en los sistemas de iluminacion de luz polarizada, de
campo claro y de contraste diferencial de interferencia; el sistema de contraste de fase no
proporcionod informacidén util. En contraste, la microscopia electronica de barrido proveyd
de informacién fundamental sobre la textura y morfologia de los cristales. Estas
observaciones coincidieron con anteriores investigaciones gque emplearon microscopia
fotonica y electronica de barrido para deteccion y descripcion de la morfologia de estos
cristales en tejidos vegetales. Se concluyd que la microscopia a usar para la observacion de

cristales de oxalato de calcio en tejidos vegetales va a depender de los objetivos planteados
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en cada investigacion y de lo que se quiera observar en dichos cristales, es por ello que una
microscopia comparada provee de informacion variada y complementaria para la

descripcion y estudio de estos cristales en angiospermas.



Introduccién
Biomineralizacion: concepto e importancia

La biomineralizacion es la produccién de minerales que sintetizan ciertos organismos
bioldgicos. Estos biominerales son unicos en su estructura, llevan a cabo diferentes
funciones como la de sostén y proteccidn y estan presentes en los 5 reinos (Franceschi y
Horner, 1980; Berman et al., 1993; Webb, 1999; Nakata, 2003). En las plantas se han
observado biominerales de silice, oxalato de calcio y magnesio, carbonato de calcio,
tartrato de calcio, oxalatos ferrosos, entre otros (Arnott y Pautard, 1970; Franceschi y
Horner, 1980; Bauer et al., 2011). Los cristales de oxalato de calcio o calcifitolitos (Zhang
et al., 2014) son los mas comunes y abundantes en los tejidos vegetales (Arnott y Pautard,
1970; Franceschi y Horner, 1980; Horner y Wagner, 1995; Webb, 1999; Franceschi, 2001;
Bauer et al., 2011), su presencia se ha reportado en al menos 215 familias de plantas en
todos sus niveles de organizacion (Arnott, 1966; Horner y Wagner, 1995; llarslan et al.,
1999; Bauer et al., 2011), en las angiospermas en mas del 75 % (Nakata, 2003). Los
cristales de oxalato de calcio puede constituir desde 3% hasta el 85% del peso de algunos
tejidos vegetales (Arnott y Pautard, 1970; Franceschi y Horner, 1980; Zindler-Frank, 1991,
Nakata, 2003) y el 90% de su contenido de calcio total en la planta dependiendo del grupo
taxonomico (Nakata, 2003).

El calcio es indispensable para el desarrollo y crecimiento de las planta, forma parte
de paredes celulares, da estabilidad a las membranas (Arnott y Pautard, 1970; Demarty et
al., 1984; Franceschi y Horner, 1980; Ilarslan et al., 1999), es un agente de sefializacion
celular (Sanders et al., 2002) y confiere equilibrio osmotico entre otros papeles mas
(Kinzel, 1989). La mayoria de las plantas no restringen eficientemente la absorcién de
calcio por sus raices, resultando en niveles de captacion de calcio directamente
proporcionales a los niveles disponibles en el medio ambiente (Kostman et al., 2003,
Garcia-Fernandez et al., 2014) y no se conocen sistemas fisioldgicos excretores en ellas
para eliminar el exceso de calcio (Webb, 1999), por ello se ha sugerido que las plantas
responden al exceso de calcio biomineralizandolo y acumulandolo en forma de cristales de
oxalato de calcio dentro de sus células (Franceschi y Horner, 1980; Zindler-Frank, 1991;

llarslan et al., 1999; Franceschi, 2001). El oxalato de calcio es una sal metabdélicamente



inactiva y relativamente insoluble dentro de las plantas y poco se sabe de los factores que
dirigen su sintesis, tamafio, cantidad, forma y funcién dentro de ellas (Kinzel, 1989; Wehb,
1999).

Cristales de oxalato de calcio en plantas

Distribucion

Los cristales de oxalato de calcio pueden formarse en cualquier 6rgano o tejido de las
plantas; a nivel de 6rganos se les encuentra en raices, rizomas (Schneider, 1901), tallos
aereos, hojas y flores incluyendo gineceo y androceo, frutos y semillas (Arnott, 1966;
Horner y Wagner, 1980; Franceschi y Horner, 1980; llarslan et al., 1999; Nakata, 2012;
Gebura y Winiarczyk, 2016). A nivel de tejidos se les ubica en tejidos epidérmicos como en
células acompafiantes de los complejos estomaticos y tricomas (Franceschi y Horner, 1980;
Brubaker y Horner, 1989; Zindler-Frank, 1991; Ruiz y Mansfield, 1994; Barcenas-
Arguello et al., 2015; Zhang et al., 2014), tejidos vasculares como en cortezas, floema y
xilema secundario (Borchert, 1984; Wang et al., 1994) y tejidos embrionales (Tillman-
Sutela y Kauppi, 1999; Ilarslan et al., 1999); incluso se ha documentado sincronizacion en
su aparicion, forma y tamafio a lo largo de la microsporogénesis (Horner y Wagner, 1992) y
de la embriogénesis (llarslan et al., 1999). Se forman cominmente dentro de la célula pero
también existen cristales extracelulares (Franceschi y Horner, 1980). Los cristales
intracelulares se desarrollan dentro las vacuolas de células especializadas Ilamadas
idioblastos que se diferencian del resto del tejido por ser células de mayor tamafio y
diferente forma, con un contenido citosolico denso, con nucleo y nucleolos agrandados,
ricas en organelos, vesiculas, lipidos, proteinas y polisacaridos (Foster, 1956; Franceschi y
Horner, 1980). Los idioblastos jovenes son células muy activas, pues dentro de su vacuola
se estan sintetizando cristales de oxalato de calcio y cuando éstos maduran y estan
completamente formados, los idioblastos inhiben el flujo de calcio hacia su interior, pero
siguen activos lo cual hace pensar que pueden utilizar este calcio cristalino en caso de

déficit de calcio ambiental (Kostman et al., 2003).



Morfologia

Los cristales de oxalato de calcio tienen morfologias variadas, pero se han catalogado cinco
formas bésicas (Figura 1), (1) cristales prisméaticos que son simples formas prisméticas
regulares, (2) estiloideos como cristales aciculares individuales, (3) rafidios como conjuntos
de cristales aciculares, (4) drusas como agregados esféricos de cristales individuales y (5)
arenas que son pequefios cristales individuales agrupados (Franceschi y Horner, 1980;
Webb, 1999).

Es importante indicar que, si bien esta tipologia es la méas usual y la que
mayoritariamente se encuentra en los textos basicos de boténica, existen formas intermedias
como las drusas o prismas incompletos (Monje y Baran, 2002; Lersten y Horner, 2008); de
la misma manera, en trabajos especializados se mencionan otros tipos de formas: Lersten y
Horner (2011) y Zhang et al. (2014) reportan la concrecion como un cristal secundario, una
formacidn esférica compacta y densa parecida a la drusa. Monje y Baran (2002) reportan
agregados cristalinos rudimentarios similares a estrellas y Zhang et al. (2014) detallan que
en la base de tricomas de Camellia sinensis se encuentra una calcificacion en forma oval
con un agujero al centro separada en cuatro partes por grietas rectas que asemejan una cruz.
Estos cristales existen en las plantas con dos naturalezas quimicas o estados de hidratacion:
monohidratado (whewellita, CaC>04.H20) que esta ampliamente distribuido y dihidratado
(weddellita, CaC204.2H20) mas estable y poco distribuido (Frey-Wyssling, 1981; Monje y
Baran, 2002). En angiospermas se ha reportado que en un mismo idioblasto puede haber
hasta dos tipos diferentes de cristales en varias combinaciones, rafidios y arenas, estiloideos
y agregados esféricos y prismas o drusas incrustadas en arenas, a este idioblasto se le ha
denominado Duplex (Lersteny Horner, 2011).Los tamafos de los cristales van desde <10
pm (arenas en Cactaceae segun Vifas y Jiménez, 2016) hasta los 400 um (drusas en

Cactaceae segun Monje y Baran, 2002).

En plantas la morfologia, distribucién y naturaleza quimica de estos cristales son
caracteres especificos de los taxones a nivel de familia y género, lo cual ha resultado de
utilidad para relacionar filogenéticamente a las especies vegetales (Arnott y Pautard, 1970;
Franceschi y Horner, 1980; Horner y Wagner, 1992; Prychid y Rudall, 1999; Monje y

Baran, 2002; Lersten y Horner, 2000; Cervantes-Martinez et al., 2005); no so6lo la



Taxonomia y la Sistematica han utilizado estos caracteres, recientemente la Antropologia
ha intentado ayudarse de estas estructuras para discernir dietas humanas a partir de restos

vegetales (Zhang et al., 2014).

)

Figura 1. Morfologia de cristales de oxalato de
a calcio. A-F Iméagenes de microscopia electronica
de barrido (MEB), G-H Imagenes de microscopia
¥ de luz polarizada. (A) Cristales prismaticos en
. testa de semilla de Phaseolus sp., (B) Estiloideo de
Chlorophytum comosum, (C) Rafidios en ovario de
Lachenalia bulbifera, (D) Drusa en cladodio de
Opuntia ficus-indica var. redonda, (E) Arena
cristalina en hoja de Beta vulgaris, (F) Concrecion
en hoja de Mitragyna inermis, (H)Agregados simil-
ares a estrellas de Breonia
capuronii, () base de
tricomas en hojas de
Camellia sinensis. Tomadas
de: A y E Franceschi y
Nakata, 2005; B y C
Prychid y Rudall, 1999; D
Contreras-Padilla, et al.,
2011; F y G Monje y Baran,
2002; H Zhang et al.,
2014).

Sintesis del cristal en los idioblastos

La sintesis del cristal no se da como una precipitacion al azar ocurrida al elevar los niveles
de calcio u oxalato en la planta (Webb, 1999; Li et al., 2003), esta regulada genéticamente
en los idioblastos (Arnott y Pautard, 1970; Franceschi y Horner, 1980; Webb 1999; Horner
y Wagner, 1995; Zindler-Frank et al., 2001). Estudios realizados por Nakata y McConn
(2000) han comprobado que la sintesis de cristales de oxalato de calcio estd controlada
genéticamente; estos autores identificaron siete mutantes defectuosos de oxalato de calcio
(cod) en Medicago trucatula que exhiben alteraciones en la que morfologia, distribucion,
cantidad y tamafio de los cristales y sugirieron que la sintesis de estos cristales involucra

mas de un sblo gen en esta planta. Los mismos autores trabajaron con lineas mutantes de



morfologia cristalina defectuosa (cmd) en la misma planta, en las cuales revelaron que
algunas mutaciones puntales podian alterar la forma y el tamafio del cristal (McConn y
Nakata, 2002) reforzando lo dicho sobre el control genético de los cristales. Sin embargo,
parametros fisicos y quimicos como la temperatura, la concentracion de iones, la presion, el
pH, la radiacion ultravioleta y alfa, también intervienen en la formacion del cristal
(Franceschi y Horner, 1980; Monje y Baran, 2002). Borchert (1985) sugirié que en las
plantas superiores el exceso de calcio apopléstico induce a la diferenciacion de los
idioblastos, en contraste Frank (1972) observé que aun con calcio limitado los idioblastos
se diferenciaban.

Los cristales intracelulares se forman cominmente dentro de cdmaras de membrana
intravacuolar o camaras de cristal que proliferan dentro la vacuola idioblastica (Arnott,
1966; Arnott y Pautard, 1970; Franceschi y Horner, 1980; Horner y Wagner, 1995), y que
estan asociadas a estructuras tubulares y fibrilares dentro de la vacuola, polisacaridos y
lipidos (Arnott y Pautard, 1970; Franceschi, 1984; Horner y Wagner, 1992, 1995; Webb et
al., 1995; Webb, 1999). Desde el inicio del desarrollo del idioblasto se sintetizan y
acumulan cdmaras de cristal en la vacuola, la estructura de esta camara de cristal es una
membrana simple o doble de fosfolipidos, cerrada y compleja con una mezcla de
polisacaridos, proteinas y lipidos desconocidos, que separa el espacio de cristalizacion del
resto de protoplasma vacuolar controlando el entorno en donde se iniciara la cristalizacion
lo que proporciona un control en el nimero y la forman de los cristales (Arnott y Pautard,
1970; Franceschi y Horner, 1980; Franceschi, 1984; Webb et al., 1995; Webb, 1999).
Ademas estas camaras crecen a medida que los cristales también lo hacen y a veces las
camaras de membrana limitadas como las que forman los rafidios, parecen unirse entre si
formando un extenso sistema de membranas intravacuolares que orienta los cristales
(Prychid y Rudall, 1999). Li et al. (2003) descubrieron que existe una proteina matriz
especifica sobre la superficie de los cristales de oxalato de calcio de la lechuguita de agua
(Pistia stratiotes); esta proteina matriz tiene una fuerte especificidad por la union al calcio y
puede estar involucrada en la precipitacion del oxalato de calcio dentro de la camara de
cristal. Katayama et al. (2007) trabajaron con hojas de Morus alba y encontraron que el

xiloglucano, una hemicelulosa abundante en la pared vegetal, rodea a cristales maduros



formando una vaina a su alrededor; sugieren que esta vaina excluye al cristal del tonoplasto

y que inhibe el crecimiento del cristal para evitar dafios en el idioblasto.

Oxalato y calcio disponibles para la formacion del cristal

Poco se conoce acerca de los mecanismos de formacion del oxalato de calcio en plantas. Se
piensa que la regulacion del trasporte de calcio y oxalato a través de la membrana vegetal,
el citoplasma y el tonoplasto debe ser compleja e independiente (Webb, 1999), que
involucra la operacién coordinada de bombas de protones y canales i6nicos (Horner y
Wagner, 1992; Monje y Baran, 2002) y que la membrana vacuolar controla la entrada de
iones hacia el espacio de cristalizacion (Webb, 1999). Algunos estudios han identificado
una proteina ligante de calcio Ilamada calreticulina en los subdominios del reticulo
endoplasmico que podria regular el calcio libre en el citoplasma durante la produccion del
cristal (Franceschi et al., 1993; Quitadamo et al., 2000; Kostman et al., 2003; Nakata et al.,
2003). Volk et al. (2004) hallaron en la hoja de Pistia stratiotes abundantes canales de
calcio tipo dihidropiridina (DHP) en los idioblastos del mesofilo, y consideran que estos
canales estan involucrados en procesos de transporte de calcio y en la formacion de
cristales. Webb (1999) sugiere que el transporte de calcio y oxalato tienen caminos
separados hacia las cAmaras de cristal o hacia la vacuola debido a que el oxalato de calcio
es insoluble y por tanto no se espera encontrar calcio libre en presencia de oxalato en los

idioblastos.

El transporte de calcio depende de la absorcion a través de la raiz, del flujo de la
transpiracion y de la reabsorcion de cristales de otras estructuras de la planta (Horner y
Wagner, 1980; Franceschi, 1984); la cantidad de calcio transportado depende de la
demanda de la planta y de la disponibilidad de éste en el medio ambiente (Molano-Flores,
2001). El oxalato por el contrario tiene origen enddgeno y en algunas plantas su sintesis
aumenta con el aporte de calcio (Franceschi y Horner, 1980; Zindler-Frank et al., 2001); se
han descrito varias vias de produccion de oxalato, lo que sugiere que el oxalato no proviene
de la misma fuente. Se proponen dos vias principales para plantas superiores, la primera, es
la conversion de los productos fotorespiratorios glicolato y glioxilato que al ser oxidados
por la glicolato oxidasa resultan en oxalato, y la segunda, el catabolismo del acido L-

ascérbico (sintetizado a partir de la D-glucosa) que produce oxalato y &cido tartarico



(Franceschi y Loewus, 1995; Nakata, 2003). Existen otras posibilidades de produccion de
oxalato como en el ciclo de Krebs en donde el isocitrato puede ser intervenido por la
isocitrato liasa para dar glioxilato y &cido succinico donde el primero oxidado podria dar
oxalato. También se ha reportado que el succinato, malato y aspartato que se convierten
facilmente en oxalacetato son buenos precursores de oxalato bajo la escision enzimatica del
oxalacetato y podria ser un mecanismo socorrido para tejidos no verdes como los presentes
en algunas raices (Franceschi y Horner, 1980). Se piensa que la sintesis del oxalato se lleva
a cabo en el citoplasma del idioblasto y posteriormente es transportado e incorporado a la
vacuola para la formacién del cristal (Lersten y Horner, 2000).

Funcion de los cristales de oxalato de calcio en las plantas

La funcion exacta de los cristales de oxalato de calcio es incierta, aunque se les han
atribuido diversas funciones en la fisiologia y ecologia de las plantas. Se sugiere que el
papel definitivo depende del tipo de 6rgano o tejido en el cual se encuentren depositados

los cristales (Gegbura y Winiarczyk, 2016).

Uno de los mas mencionados establece que funcionan como sumideros de calcio para
reducir el exceso de éste en el apoplasto y evitar el dafio celular (Foster, 1956; llarslan et
al., 1997; Webb, 1999; Franceschi, 2001; Volk et al., 2004). También se piensa que
constituyen un reservorio interno de calcio que se reabsorbe en condiciones de deficiencia
de calcio en el ambiente (Franceschi y Horner, 1980) o para la sintesis de proteinas en el
desarrollo embrionario (llarslan et al., 1997, 1999); para lo cual se considera que hay
alguna modificacién del pH en el medio y los cristales se solubilizan o que existe una
degradacion enzimatica. Se sugiere que mantienen el balance ionico, que dan soporte y
protegen a tejidos epidémicos, subepidémicos y vasculares, que regulan el trasporte y
reparto de calcio en las semillas, que ayudan en la dehiscencia de anteras y en el desarrollo
de la microsporogénesis (Schneider, 1901; Arnott y Pautard, 1970; Franceschi y Horner,
1980; Horner y Wagner, 1980; Nakata, 2012; G¢bura y Winiarczyk, 2016).

Un papel ecoldgico propone a los cristales como proteccion fisica contra herbivoros y

esta funcion se ha descrito de varias formas, como que la morfologia de los rafidios les



permite penetrar membranas mucosas orales de herbivoros, irritando o lesionando la boca y
garganta de los animales asi como del humano (Sakai y Hanson, 1974; Franceschi y
Horner, 1980; Franceschi, 2001; Bradberry y Vale, 2015). Algunos autores han sugerido
que la presencia de estos cristales en las hojas de las plantas disuaden a los herbivoros
mediante el aumento de la produccion de cristales (Molano-Flores, 2001) y mediante la
abrasion fisica en las mandibulas de algunos insectos masticadores (Korth et al., 2006).
Otros autores han sugerido que durante las antitesis y liberacion del grano de polen de las
anteras de algunas Commelinaceae los rafidios se adhieren a las caras superiores del grano
de polen para disuadir a los herbivoros (Gegbura y Winiarczyk, 2016).

En investigaciones sobre la fisiologia de los cristales en la plantas tales como el de
Ruiz y Mansfield (1994) se propone que en plantas con fotosintesis CAM se producen
cristales en las células epidérmicas de la lamina foliar préximas o subsidiarias a las células
guarda de los estomas para mantener una baja concentracion de calcio libre, pues estos
iones estan implicados en eventos transductores de sefiales que controlan la apertura

estomatica y por lo tanto regulan la pérdida de agua.

Por otro lado se ha sugerido que en algunas plantas acuaticas como Typha
angustifolia los cristales promueven la formacion de espacios de aire en las hojas jovenes,
ya que se ha observado que los idioblastos con rafidios se circunscriben en tejidos
parenquimatosos que se descomponen para formar espacios aéreos (Prychid y Rudall,
1999).

La regulacion de luz durante la fotosintesis también ha sido propuesta por Kuo-
Huang et al. (2007) quienes postulan que en las hojas de Peperomia glabella las drusas
ubicadas en el parénquima fotosintético en empalizada distribuyen uniformemente la luz a

los cloroplastos que rodean la vacuola y que también ayudan a reflejar el exceso de luz.

Se ha sugerido que el oxalato desempefian un papel en la tolerancia a los metales
pesados mediante dos mecanismos, uno interno en el que el oxalato secuestra el metal en

forma no toxica dentro de la planta y otro externo en el oxalato segregado desde las puntas
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de la raices puede unirse a los iones del metal en el suelo y reducir la biodisponibilidad de
éstos, protegiendo a la planta contra su el efecto toxico (Ma y Miyasaka, 1998; Ma, 2000;
Olivares et al., 2002).

Impacto de cristales de oxalato de calcio y el oxalato vegetales en la salud humana

Los alimentos vegetales son la principal fuente de calcio y oxalato de las dietas humanas
(Franceschi y Nakata, 2005; Contreras-Padilla et al., 2011; Guarrera y Savo, 2016), sin
embargo los cristales de oxalato de calcio y el oxalato presentes en plantas comestibles
pueden tener efectos nocivos para la salud humana si se consumen en exceso, ya que
contribuyen con el aumento del oxalato urinario, provocando desde pequefas
intoxicaciones y lesiones de mucosas orales hasta dafios y enfermedades renales agudas
(Khan et al., 2007; Banasik y Stedeford, 2014; Tutuncl et al., 2014; Bradberry y Vale,
2015; Siener et al., 2016). Por otro lado el oxalato también es considerado un antinutriente,
pues hace que el calcio y a veces otros minerales no estén disponibles para la absorcion
nutricional (Garcia-Fernandez et al., 2014). Lo anterior ha provocado esfuerzos para
disminuir el contenido de oxalato en los alimentos vegetales, utilizando métodos que van
desde la coccion y filtracion de extractos de los alimentos (Guo et al., 2015) y la adicion de
componentes de calcio en los suelos de cultivo (Bong et al., 2017) hasta la manipulacion
genética de la produccion de oxalato de calcio en los cultivos alimentarios (Franceschi y
Nakata, 2005, Nakata y McConn, 2007).

Microscopia

Los cristales de oxalato de calcio fueron de las primeras estructuras vegetales vistas bajo el
microscopio foténico, observados por Leeuwenhoek en el siglo XVII (como lo citan
Prychid y Rudall, 1999; Nakata, 2003), desde entonces han fascinado a muchos por su
belleza morfoldgica y una variedad de microscopias como la microscopia foténica de luz
polarizada, microscopia electronica de barrido y electronica de transmision, han sido

utilizadas para estudiarlos (Prychid y Rudall, 1999; Lersten y Horner, 2011).

A lo largo de los afios las mejoras en el microscopio han surgido gracias a
descubrimientos relacionados con el comportamiento de la luz y los electrones y se han

inventado aditamentos que mejoran la naturaleza de la luz e incrementan el contraste sin
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afectar la resolucién, permitiendo que detalles que pasan desapercibidos se traduzcan en
cambios de intensidades luminosas. También se han creado microscopios que utilizan
electrones para observar detalles ultraestructurales que revelan micro y nanocaracteristicas

especificas de los objetos (Wayne, 2014).

A continuacién se mencionan los sistemas de iluminacién de microscopia fotonica y
microscopia electronica empleados en este estudio para la observacién de cristales de
oxalato de calcio y se presenta un comparativo sobre las caracteristicas y aplicaciones de
estas microscopias (Cuadro 1). La ficha técnica de cada microscopia puede consultarse en
el Anexo I.
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Sistema de

Tipo de iluminacion Caracteristicas Tipo de Ventajas Desventajas Aplicaciones
microscopia  (microscopia muestra
fotonica)
Microscopia Campo claro El espécimen Procesada Ofrece una maxima  Requiere de material Para observar material
foténica (MF)  (Wayne, 2014; contrasta sobre un (Tefida) resolucion y tefiido procesado como células,

Garcia-
Escudero et
al., 2017)

fondo claro y
brillante

contraste del objeto

tejidos y cromosomas tefiidos

Contraste de
fases
(Murphy y
Davidson,
2013; Wayne,
2014)

Convierte las No procesada
diferencias de fase

entre las regiones de

un espécimen en

diferencias de

amplitud

Observacién de
especimenes vivos
o trasparentes que
contrastan en su

medio

Confusion de
estructuras por
presencia de halos de

luz

Limitado a

especimenes delgados

Para observar especimenes

trasparentes en alta resolucion

Cuantificar indices de
refraccién y densidad de masa
seca de células y

concentraciones moleculares

Luz polarizada
(Wayne, 2014;
Olympus,
2017)

Convierte un cambio  Anisotrépica o

en el &ngulo de birrefringente
propagacion de luz

polarizada

provocado por el

espécimen en un

cambio de amplitud

y longitud de onda

Contrasta muestras
birrefringentes y
detecta la presencia
de tincion dptica
de muestras con
patrones

caracteristicos

Solo contrasta
muestras

birrefringentes

Para identificar y comparar
sustancias cristalinas o fibrosas
de las células y tejidos, como
citoesqueleto, colageno y
cristales. Permite el analisis
cuantitativo de los patrones
cristalinos de las muestras con

actividad optica
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Continua

Sistema de
Tipo de iluminacion
microscopia (microscopia

fotonica)

Caracteristicas Tipo de

muestra

Ventajas

Desventajas

Aplicaciones

Microscopia Contraste
foténica (MF) diferencial de
interferencia
(CDI)
(Murphy y
Davidson, 2013;
Wayne, 2014)

Detecta variaciones de Sin
densidad Optica en procesar
especimenes y los

convierte en diferencias

de amplitud y longitud

de onda, mostrando altas

luces, sombras, y

superficies con relieve

Observacion del detalle
de la muestra sin pérdida
de resolucion, resaltando
superficies con relieve
Se obtiene contraste por
medios dpticos sin la
necesidad de tinciones
Estudio de especimenes

relativamente gruesos

La birrefringencia
de las muestras

anisotrépicas crea
imagenes confusas

en la observacion

Para el estudio de células

vivas no coloreadas

Cualquier material que
requiera la observacion de
detalle y resolucién en su

superficie

Microscopia electrénica de
barrido (MEB)

(Morris y Groves, 2013;
Yoshimura, 2014; Egerton, 2016)

Escanea muestras con Procesada
un haz de electrones

produciendo sefiales que

contiene informacion

sobre la topologia de la

superficie de la muestra

Logra imagenes con gran
profundidad de campo y
resolucién, que van desde
micrémetros hasta

nanémetros

No se pueden
observar muestras

vivas

Observacién de las
caracteristicas morfoldgicas
externas de células, tejidos

y cristales

Cuadro 1. Comparacion de las caracteristicas y aplicaciones de 4 sistemas de iluminacién de microscopia fotonica (MF) y microscopia electrénica
de barrido (MEB) empleados en este estudio.
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Justificacion

El conocimiento de la morfologia, formacion y ubicacion de los cristales de oxalato de
calcio en plantas es esencial para comprender su funcionalidad en ellas (Webb, 1999; Li et
al., 2003; Volk et al., 2004), por ello es importante conocer y utilizar o incluso desarrollar
las mejores herramientas para estudiarlos; es aqui donde la microscopia juega un papel
importante, ya que el buen uso de ella y la interpretacion adecuada de las imagenes que
resultan de la misma, permiten conocimiento y la resolucion o el surgimiento de incognitas

sobre la ocurrencia de cristales de oxalato de calcio en plantas (Franceschi y Horner, 1980).

Los estudios de cristales de oxalato de calcio en angiospermas hacen uso constante de
la microscopia, en la mayoria de éstos se utilizan s6lo la microscopia fotonica en campo
claro, microscopia de luz polarizada, microscopia electronica de barrido (MEB) y
microscopia electronica de transmision (MET) (Franceschi y Horner, 1980; Frey-
Wysssling, 1981; Horner y Wagner, 1995; Prychid y Rudall, 1999; Tillma-Sutela y Kaupii,
1999; Lersten y Horner, 2000, 2011; Li et al., 2003; Demiray, 2007; Nakata, 2012; Raman
et al., 2014; Gebura y Winiarczyk, 2016) Sin embargo, no existe un s6lo estudio que
indique ventajas/desventajas de estas tecnicas o cuales técnicas de microscopia son
adecuadas para la observacion y estudio de cristales de oxalato de calcio en angiospermas
(y de hecho para el resto de los vegetales pues solo para gimnospermas existen algunos

estudios parciales sobre microscopia comparada de cristales, véase Fink, 1991).

Tomando en cuenta lo anterior, este estudio se realiza para establecer lineamientos
metodologicos para el estudio de los cristales de oxalato de calcio en las angiospermas
teniendo como objetivo fundamental sugerir cuéles son las microscopias mas adecuadas

para su observacion.

Objetivos
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Objetivo general

Observar la morfologia con microscopia fotdnica y microscopia electrénica de barrido de
los 5 tipos bésicos de cristales de oxalato de calcio en 6rganos vegetativos de 12 especies
modelo de angiospermas cultivadas y establecer un comparativo que permita indicar cuéles
son las mejores estrategias a nivel de microscopia para evidenciar las caracteristicas de los

cristales de oxalato de calcio.

Obijetivos particulares

Observar al microscopio fotonico en 4 distintos sistemas de iluminacion, laminillas
semipermanentes de lamina foliar y peciolo o de raiz en su caso, de 12 especies modelo de
angiospermas.

Observar al microscopio electrénico de barrido, los mismos organos seleccionados de las
12 especies modelo.
Hacer un analisis comparativo de las fotomicrografias obtenidas con las diferentes técnicas

de microscopia aplicadas.

Meéetodo
Eleccidn de especies

Se realizaron cortes transversales de lamina foliar, peciolo o raiz en su caso, de 12 especies
pertenecientes a familias con presencia y abundancia de al menos una de las cinco
morfologias de cristal de oxalato de calcio reportada para facilitar su observacion. Las
especies elegidas fueron cultivadas ornamentales y alimentarias por su facil obtencion; en

este sentido es que se habla de estas especies como “modelo”.

El material vegetal fue recolectado en la Facultad de Ciencias de la UNAM, Cd.
Universitaria, perteneciente a la alcaldia de Coyoacan (Ciudad de México, México),
ubicada en las coordenadas 19°19'26.8" N, 99°10'48.4" O y en la calle 12 cerrada de Jesus
del Monte, perteneciente a la alcaldia de Cuajimalpa (Ciudad de México, México), ubicada
en las coordenadas 19°22'00.0" N, 99°17'37.9" O.
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Las especies elegidas para este estudio fueron las siguientes.

Beta vulgaris L., Chenopodiaceae. Nombre comun: betabel. Franceschi (1984) reporta

arena cristalina en hojas.

Bougainvillea spectabilis Willd., Nyctaginaceae. Nombre comin: buganvilia. Bittrich y
Kuhn (1993) reportan rafidios en las hojas de algunos miembros de la familia

Nyctaginaceae. Chew (2010) reporta rafidios en las hojas del género.

Brugmansia candida Pers., Solanaceae. Nombre comun: floripondio. Lebsky y

Poghosyan (2014) reportan arenas cristalinas en hojas de Solanaceas.

Citrus limon (L.) Burm., Rutaceae. Nombre comun: limonero. Lebsky y Poghosyan

(2014) reportan cristales prismaticos en el genero Citrus.

Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl., Rosaceae. Nombre comun: nispero. Souza et al.

(2003) reportan drusas y cristales prismaticos en las hojas.

Lycopersicum esculetum P. Mill., Solanaceae. Nombre comun: jitomate. Bouropoulos et
al. (2001) reportan arenas cristalinas en hojas de Solanaceas. Bonner y Dickinson (1989)

reportan drusas en anteras de la especie.

Paphiopedilum insigne (Wall. ex Lindl.) Pfitzer, Orchidaceae. Nombre comdn: zapatilla
de Venus. Prychid y Rudall (1999) reportan rafidios, cristales prismaticos y drusas en la

familia Orchidaceae.

Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’ (Sogo Lisa X Luchia Lip), Orchidaceae. Nombre
comun: orquidea mariposa. Prychid y Rudall (1999) reportan rafidios, cristales

prismaticos y drusas en las hojas de familia Orchidaceae.

Phytolacca rugosa A. Braun & C. D. Bouché, Phytolaccaceae. Nombre comdn:

masorquita. Carlquist (2000) reporta rafidios en tallos del género.

Punica granatum L., Punicaceae. Nombre comun: granada. Lersten y Horner (2005)

reportan drusas y cristales prismaticos en las hojas.
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Schefflera actinophylla (Endl.) Harms., Araliaceae. Nombre comun: &arbol paraguas.
Barceloux (2008) y Metcalfe (1989) reportan arenas cristalinas en las hojas y cristales

prismaticos en tallos de la familia.

Tradescantia fluminensis Vell., Commelinaceae. Nombre comun: hierba del pollo, velo
de novia. Tomlinson (1966) reporta rafidios en casi todos miembros de la familia
Commelinaceae con excepcion del genero Cartonema. Khan y Siddigi (2014) reportan
rafidios, cristales prismaticos y drusas en tallos de Tradescantia pallida.

Debido a que las hojas de las orquideas elegidas eran cortamente pecioladas y suele
ser dificil establecer el limite entre el peciolo y la lamina, se opto por hacer cortes de la raiz
de las mismas dado que la mayor parte de las especies de orquideas han desarrollado raices
fotosintéticas como una estrategia de aumentar la superficie fotosintética y la captura de
carbono (Chomicki et al., 2015).

Para la preparacion de laminillas semipermanentes se recolectaron hojas frescas
completamente expandidas de las especies mencionadas y la raiz en el caso de
Paphiopedilum insigne y Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’, en los sitios de estudio

mencionados.

Preparacion de laminillas semipermanentes

Se hicieron cortes transversales al centro de la lamina, del peciolo y la raiz. Los cortes se
hicieron a mano alzada con cuchillas de micrétomo desechable de perfil alto Leica 818,

procurando obtener cortes lo mas delgados posibles.

Los cortes se colocaron en un portaobjetos con una gota de hipoclorito de sodio
comercial al 5% por 2 minutos o hasta aclarar el corte, después con papel absorbente se
elimino el exceso de hipoclorito de sodio e inmediatamente se colocé una gota de colorante
azul de metileno 0.1% por 2 min. Posteriormente se elimind con papel absorbente el
excedente de colorante y se introdujo el corte en la jalea glicerinada derretida con ayuda de
una aguja de diseccion, inmediatamente sobre esta preparacion se colocd un cubreobjetos y
se dejé solidificar. Después la preparacion se selld6 con barniz de ufias trasparente para

evitar que perdiera humedad, se etiquet6 con la especie y el tipo de corte.
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Aplicacion de distintos sistemas de iluminacién en microscopia foténica (MF)

Las lamillas semipermanentes se observaron en un fotomicroscopio marca Olympus
modelo Provis AX-70 con objetivo 20x y se aplicaron los sistemas de iluminacion de
campo claro, contraste de fases, luz polarizada y contraste diferencial de interferencia
(CDI), todos estos sistemas se aplicaron a un mismo campo de observacion que contuviera
cristales de oxalato de calcio en cada laminilla. Con estas observaciones se determinaron
las morfologias de los cristales presentes en los diferentes dérganos asi como las
caracteristicas de los cristales en cada sistema de iluminacién. Las fotomicrografias fueron

capturadas digitalmente con el programa Q-Capture Pro 7.

Aplicacidn de microscopia electronica de barrido (MEB)

Para la observacion de cristales de oxalato de calcio al microscopio electrénico de barrido,
se realizaron dos métodos de preparacion del material recolectado.

El primero consistié en secar las hojas y raices en una prensa botanica durante 1 mes.
Posteriormente se procedio a hacer cortes trasversales a mano alzada al centro de la lamina,
del peciolo y la raiz con cuchillas de micrétomo desechable de perfil alto Leica 818. Los
cortes de las laminas de las 12 especies y del peciolo envainado de Trasdescantia
fluminenesis se hicieron en forma de rectangulo con medidas de 0.8 mm x 3 mm
aproximadamente. Los cortes de los peciolos de las 12 especies y de las raices en el caso de
Paphiopedilum insigne y Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’ se hicieron de 0.5 a 1 mm de
espesor. Los cortes se colocaron y orientaron en una cinta conductiva de carbon de doble
cara sobre un portamuestras de aluminio. Posteriormente, se cubrieron con una fina capa de
oro en una ionizadora Denton Vacuum Desk Il y se observaron en un microscopio
electrénico de barrido JSM5310-LV a 15kV.

El segundo método consistio en hacer cortes transversales a mano alzada en muestras
frescas de los drganos bajo estudio; estos cortes se fijaron en etanol al 70% durante 72
horas y se deshidrataron en una serie gradual creciente de etanol, al 85% y 96% durante 30
min en cada uno y al 100% hasta el desecado del material 17 h después. Se desecaron a
punto critico de CO2 en una desecadora CPD-030 Baltek. Posteriormente se colocaron y

orientaron en una cinta conductiva de carbén de doble cara sobre un portamuestras de
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aluminio, se cubrieron con una fina capa de oro en una ionizadora Denton Vacuum Desk 11

y se observaron en un microscopio electrénico de barrido JSM5310-LV a 15kV.

Las fotomicrografias digitales para ambos métodos se obtuvieron utilizando el
programa Jeol Orion 5310.

Resultados

La presencia de cristales de oxalato de calcio intracelulares ocurri6 en todos los 6rganos
analizados de todas las especies, en Eriobotrya japonica también se hallaron cristales
extracelulares. Los idioblastos de todas las especies presentaron sélo un cristal por
idioblasto a excepcion de Tradescantia fluminensis que presento idioblastos duplex con dos
cristales diferentes por idioblasto. EIl cuadro 2 muestra el tipo de cristal hallado en cada
organo de cada especie en microscopia fotonica (MF) y electronica de barrido (MEB).

Inicialmente para cada especie se hizo una comparacion de las diferentes técnicas de
microscopia, lo que sirvio de base para describir la morfologia de los cristales de oxalato de
calcio tanto en la ldmina foliar como en el peciolo o en la raiz, en su caso. Dichas laminas y

su descripcion se pueden consultar en el Anexo 1.

A continuacion se muestra la descripcion y la lamina que ejemplifica dicha comparacion:

Schefflera actinophyla

En la lamina foliar y el peciolo (Figura 2) con microscopia foténica (MF) de campo claro se
observaron drusas de diferentes tamafios, éstas se apreciaron como cristales agregados con
nlcleo opaco y protuberancias radiales puntiagudas transparentes (Figura 2-A, F); estos
cristales se encontraron en idioblastos distribuidos en el mesofilo de la ldmina foliar y en el
parénquima del cortex del peciolo. Con luz polarizada la birrefringencia de las drusas se
hizo muy evidente, lo cual permitié que éstas resaltaran en ambos tejidos (Figura 2-B, G).
La observacion de las drusas en contraste de fases fue dificil pues sélo se distinguieron
drusas grandes, las pequefias se perdieron en el contraste de ambos tejidos (Figura 2-C, H).

En microscopia de contraste diferencial de interferencia las drusas en la lamina foliar se
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Morfologia del cristal

Tejido Prisma Estiloideo Rafidios Drusa Arena
Especie vegetal MF MEB MF MEB MF MEB MF MEB MF MEB
Lamina - - - - - - - - + +
Beta vulgaris Peciolo - - - - - - - - + +
Lamina - - - - + + - - - -
Bougainvillea spectabilis Peciolo - - - + + - - - -
Lamina - - - - - - + ¥ _ N
Brugmansia candida Peciolo + - - - - - - - + +
Lamina + + - - - - - - - -
Citrus limon Peciolo + + - - - - - - - -
Lamina + + - - - - + + B N
Eriobotrya japonica Peciolo + + - - - - + + - -
Lamina - - - - - - - - ¥ ¥
Lycopersicum esculetum Peciolo + - - - - + - + +
Lamina - - - - + + - - - -
Paphyopedilum insigne Peciolo - - - - + + - - - -
Phalaenopsis Lamina - - - - + + - - B _
Sogo Diana ‘Sophie’ Peciolo - - - - + + - ; - .
Lamina - - - - + + - - - -
Phytolacca rugosa Peciolo - - - - + + - - . .
Lamina + + - - - - I ¥ _ _
Punica granatum Peciolo + + - - + + - .
Lamina - - - - - - I ¥ _ N
Schefflera actinophyla Raiz - - - - - - + + - -
Lamina + + + + + + + + - -
Tradescatia fluminensis Raiz + + + - - + - - + -

Cuadro 2 .Morfologia de cristales de oxalato de calcio observados en lamina foliar y peciolo o raiz en MF y MEB, + presencia, -

ausencia, + cristales extracelulares.
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observaron en tono azul, con relieve de las protuberancias y el nicleo opaco (Figura 2-D),

en el peciolo las drusas se observaron con las mismas caracteristicas pero ligeramente

marrones (Figura 2-1). Con MEB en el mesofilo de la lamina foliar se observaron drusas

fracturadas con una apariencia de prismas conglomerados en forma de estrella y bordes

angulosos debajo de lo que corresponde a la epidermis (Figura 2-E); en el peciolo se

observaron drusas completas de diferentes tamafios dentro de idioblastos, como agregados

relativamente esféricos formados por cristales prismaticos de bordes angulosos (Figura 2-

J).

Figura 2. Secciones transversales de
la lamina foliar (A-E) y peciolo (F-
J) de Schefflera actinophyla, MF
(A-D, F-1), MEB (E, J). (A-D)
Drusas distribuidas en el mesdfilo
de la lamina. (F-1) Drusas
distribuidas en el parénquima del
cortex del peciolo. (A, F) Campo
claro. (B, G) Drusas birrefringentes
en luz polarizada. (C, H) contraste
de fases. (D, I) Drusas en contraste
diferencial de interferencia. (E)
Drusa relativamente esférica,
fracturada, debajo de epidermis. (J)
Drusa dentro de idioblasto en el
cortex del peciolo, formada por
cristales prismaticos de bordes
rectos. Cabezas de flecha indican
cristales. (ep-epidermis, esp-
parénquima esponjoso est-estoma,
co-cértex, cu-cuticula,). Escala A-
D, F-1 40um; E 1pum; J 20 pm.
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Con fundamento en los resultados obtenidos para cada especie, se procedié a hacer el
analisis comparativo de la morfologia de los cristales hallados con cada una de las técnicas

de microscopia.

Microscopia foténica de campo claro

En microscopia fotonica de campo claro para los cristales de oxalato de calcio en los tejidos
de lamina foliar (Figura 3), peciolo y raiz (Figura 4), se pudo identificar preliminarmente la
morfologia, tamafio y localizacién de los cristales (Figuras 3-A- 1, K-P; 4) si se encontraban
dentro del idioblasto o eran extracelulares (Figura 3-E; 4-B, G). Todos los cristales
contrastaron en el tejido tefiido, aunque en los tejidos poco tefiidos los cristales fueron
dificiles de ver (Figura 4-E, M). Los cristales agrupados como arenas, rafidios y cristales
grandes como primaticos, drusas Yy estiloideos, contrastaban en el tejido,
independientemente del grosor de éste (Figuras 3-B-I, L-P; 4-A-1, K, N-Q); por otro lado la
observacion de arenas aisladas y rafidios, drusas y cristales prismaticos pequefios (<10
pum), era dificil (Figuras 3-A, J, K; 4-J, L, M). Con el manejo del tornillo micrométrico en
el microscopio se pudieron diferenciar cristales aciculares individuales en los rafidios
(Figuras 3-L-N; 4-M-Q) vy sus lados en seccion trasversal (Figura 3-P). Este sistema de
iluminacion también permitié observar el nlcleo de las drusas (Figuras 3-A-F, 4- A-D, G,
H), la disposicion de los rafidios dentro del idioblasto (Figura 3-K-N; 4-N, P, Q) y la

presencia de idioblastos duplex en Tradescantia fluminensis (Figura 3-A, K).
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Figura 3. Secciones transversales de lamina foliar en microscopia de
campo claro. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C, F-H) cristales
prismaticos, (I-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos. (A, K)
Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F) Punica
granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya japonica; (1)
Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum esculetum; (L)
Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (N) Phalaenopsis
Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Figura 4. Secciones transversales
del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en
microscopia de campo claro.
- Presencia de (A-E, H) drusas, (D-
. J, M) cristales prismaticos, (I-M)
arenas, (N-Q) rafidios y (M)
estiloideos. (A) Schefflera
i g actinophyla; (B, G) Eriobotrya
japonica; (C, 1) Lycopersicum esculetum; (D, E, H) Punica granatum; (G) Citrus limon; (J)
Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris; (M) Tradescantia fluminensis; (N) Phytolacca rugosa; (O)
Bougainvillea spectabilis; (Q) Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’; (P) Paphiopedilum insigne. Escala
40um. 25



Microscopia fotdnica de contraste de fases

En microscopia fotonica de contraste de fases en los tres tejidos, la morfologia de los
cristales y los idioblastos se diferenciaban sélo si el corte era delgado, limpio, y con escasa
tincion (Figuras 5-A, K, L, M; 6-A, B, D, E, H, O, Q). Los cristales aislados y pequefios
dentro del tejido tefiido fueron dificilmente visibles (Figuras 5-J; 6-C, I, J, L-O), en cambio
los cristales individuales agrupados de arenas, rafidios y grandes, como cristales
prismaticos, estiloideos y drusas, contrastaban lo suficiente para identificar su morfologia
(Figuras 5-C, F,G, I, K, M, O, P; 6- A, B, D-H, K, P, Q) sin embargo observar detalles
como los bordes de los prismas en drusas y de cristales prismaticos, se dificultaba (Figuras
5- B-H, K; 6- D, F, G) al igual que la forma de cristales individuales en las arenas (Figuras
5-1, J; 6- I-M) y extremos y longitudes de los rafidios (Figura 5-L-O, 6-M-Q). Por el
contrario los ndcleos de las drusas si eran visibles (Figura 5 A-F, H; 6-A-D; G,H). La
tincion del tejido ocasionaba un alto contraste y opacaba el cristal ocultandolo (Figura 5-B-
D; 6-L, N, P), En los cortes gruesos, los cristales eran dificilmente visibles (Figuras 5-B, D,
H; 6-F, G). Los halos de luz en algunos cristales interferian con la observacion de su
morfologia (Figuras 5-G, K; 6-F, 1) y los artefactos como burbujas de aire en la preparacion
0 sustancias internas de las células dificultaban su observacién ya que los ocultaban (Figura
6-1-K, N).
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Figura 5. Secciones transversales de Iamina foliar en microscopia de
contraste de fases. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C; F-H) cristales
prismaticos, (I-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos. (A, K)
Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F) Punica
granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya japonica; (1)
Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum esculetum; (L)
Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (N) Phalaenopsis
Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.



Q Figura 6. Secciones transversales
del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en
microscopia de contraste de
fases. Presencia de (A-E, H)
drusas, (D-J, M) cristales
prismaticos, (I-M) arenas, (N-Q)
| rafidios y (M) estiloideos. (A)
i Schefflera actinophyla; (B, G);

Eriobotrya japonica; (C, 1) Lycopersmum esculetum (D, E, H) Punlca granatum; (G) Citrus limén;

(J) Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris; (M) Tradescantia fluminensis; (N) Phytolacca rugosa;
(O) Bougainvillea spectabilis; (P) Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’; (Q) Paphiopedilum insigne.

Escala 40pm.
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Microscopia de luz polarizada

En microscopia de luz polarizada se evidencio la presencia de cristales de oxalato de calcio
y su morfologia con mayor claridad, estos cristales brillaban en un fondo negro debido a
que todos mostraron birrefringencia (Figuras 7; 8). Gracias a la birrefringencia se pudo
observar la forma de los bordes de las protuberancias de las drusas (puntiagudas o
redondeadas; Figuras 7-A-F, H; 8-A-E, G, H); en los cristales prismaticos se pudieron
observar sus caras y su orientacion (Figuras 7-F-H; 8-D-1, N) y en algunas especies,
patrones de distribucion de los cristales prismaticos en la epidermis y paralelos a la los
haces vasculares del tejido en la lamina foliar (Figuras, 7-G, H). La birrefringencia de los
cristales aciculares individuales de rafidios y estiloideos permitio observar su longitud,
caracteristicas de sus extremos (puntiagudos o redondeados), orientacion dentro del
idioblasto (Figuras 7-A, L-O; 8-N-R) y lados en seccion trasversal (Figura 7-P). La
birrefringencia de las arenas permitio visualizar detalles de su forma (Figura 7-1, J; 8-1, J,
L). Los artefactos de la preparacidn como burbujas de aire y sustancias internas de las
células, no intervinieron al identificar la presencia de cristales de oxalato de calcio y su
morfologia. Ademas, en algunas especies se pudo observar birrefringente la pared del
idioblasto en el parénquima del cértex del peciolo (Figuras 8-A, D, G, I, J, O, P, R)

permitiendo saber si se trataba de cristales intra o extracelulares.
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Figura 7. Secciones transversales de lamina foliar en microscopia de
luz polarizada. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C; F-H) cristales
prismaticos, (I-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos. (A, K)
Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F) Punica
granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya japonica;
(I) Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum esculetum; (L)
Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (N) Phalaenopsis
== Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum insigne. Escala 40pm.
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Figura 8. Secciones transversales del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en microscopia de luz polarizada.
Presencia de (A-E, H) drusas, (D-J, M) cristales prismaticos, (I-M) arenas, (M-R) rafidios y (N)
estiloideos. (A) Schefflera actinophyla; (B, G) Eriobotrya japonica; (C, 1) Lycopersicum esculetum;
(D, E, H) Punica granatum; (G) Citrus limén; (J) Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris; (M-N)
Tradescantia fluminensis; (O) Phytolacca rugosa; (P) Bougainvillea spectabilis; (Q) Phalaenopsis
Sogo Diana ‘Sophie’; (R) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Microscopia de contraste diferencial de interferencia (CDI)

En microscopia fotonica de contraste diferencial de interferencia, la morfologia, tamafio,
localizacion y relieve de los cristales de oxalato de calcio en los tejidos de la Iamina,
peciolo y raiz fueron claramente visibles, gracias al contraste que tienen los cristales con el
fondo y con el resto del tejido (Figuras 9-16). Todos los cristales se tornaron de diferentes
colores en diferentes fondos de interferencia (azules, grises, marrones, lilas y verdes) esto
hizo que contrastaran no sélo con el fondo sino con el tejido tefiido a su alrededor y con sus
propios idioblastos (Figuras 9, 11, 13,15-A-C, G, K-N, P; 10, 12, 14, 16-A, E, F, H-K, O-
R). Todos estos cristales fueron altamente contrastantes independientemente de si el corte
era delgado (Figuras 9, 11 ,13 ,15-A, C, E, K-N; 10, 12, 14, 16, B-E, H, J, M-R) 0 grueso
(Figuras 9, 11 ,13 ,15-D, F, G, H, P; 10, 12, 14, 16-F, G), de si los cristales estaban en
conjunto (Figuras 9, 11 ,13 ,15-F, I-M; 10, 12, 14, 16-1, K, P) o separados (Figuras 9, 11,
13, 15-J; 10, 12, 14, 16-J, L-N), o si eran grandes o pequefios. Los cristales individuales en
conjuntos de arenas y rafidios en la ldmina foliar, no cambiaron de color y se observaron
semejantes a como se observaron en campo claro o contraste de fases (Figuras 9, 11, 13,
15-1, L, M, P). Todos los cristales mostraron relieve debido a las altas luces y sombras que
se observaban en los cristales, gracias a ello se pudieron observar las protuberancias y
bordes de las drusas (Figuras 9, 11 ,13 ,15-A-F; 10, 12, 14, 16- A-E, G, H) los bordes y
orientacion de los cristales prismaticos (Figuras 9, 11 ,13 ,15-C, F-H; 10, 12, 14, 16- F-H,
J), los bordes de los cristales individuales de las arenas (Figuras 9, 11,13 ,15-J; 10, 12, 14,
16-1, J, L) y para los cristales aciculares de los rafidios y estiloideos se detallaban los
limites en su longitud y caracteristicas de sus extremos (puntiagudos o redondeados,
Figuras 9, 11,13 ,15-A, K-0; 10, 12, 14, 16-N-R). En los fondos de interferencia morado y
dorado de los tres tejidos observados (Figuras 13-16), algunos rafidios y estiloideos (13,15-
A, K-N; 14, 16-N, Q, R), drusas (13, 15-A; 14, 16-E, H), y cristales prismaticos (13,15-G;
14, 16-F) mostraron una ligera birrefringencia, sin embargo esta birrefringencia no resulto
ser un obstaculo para la observacién de la morfologia de los cristales. Por otro lado cuando
el tejido tefiido se asemejaba al color del cristal la observacion se dificultaba (Figuras 9-B;
10, 12, 14, 16-C; 11-B,J).
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CDI fondo amarillo. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C; F-H) cristales
prismaticos, (I-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos. (A, K)
Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F) Punica
granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya japonica; (l)
Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum esculetum; (L)

Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (N) Phalaenopsis
' Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Figura 10. Secciones transversales del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en microscopia de CDI fondo
amarillo. Presencia de (A-E, H) drusas, (D-J, M) cristales prismaticos, (I-M) arenas, (M-R) rafidios y
(N) estiloideos. (A) Schefflera actinophyla; (B, G) Eriobotrya japdnica; (C, 1) Lycopersicum
esculetum; (D, E, H) Punica granatum; (G) Citrus limon; (J) Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris;
(M-N) Tradescantia fluminensis; (O) Phytolacca rugosa; (P) Bougainvillea spectabilis; (Q)
Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’; (R) Paphiopedilum insigne. Escala 40um. 34



Figura 11. Secciones transversales de Ia&mina foliar en microscopia
de CDI fondo azul. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C; F-H)
cristales prismaticos, (I-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos.
(A, K) Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F)
Punica granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya
japonica; (I) Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum
esculetum; (L) Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis;
(N) Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum
insigne. Escala 40um.
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Figura 12. Secciones transversales del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en microscopia de CDI fondo azul.
Presencia de (A-E, H) drusas, (D-J, M) cristales prismaticos, (I-M) arenas, (M-R) rafidios y (N)
estiloideos. (A) Schefflera actinophyla; (B, G) Eriobotrya japonica; (C, 1) Lycopersicum esculetum; (D,
E, H) Punica granatum; (G) Citrus limén; (J) Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris; (M-N)
Tradescantia fluminensis; (O) Phytolacca rugosa; (P) Bougainvillea spectabilis; (Q) Phalaenopsis Sogo
Diana ‘Sophie’; (R) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Figura 13. Secciones transversales de ldmina foliar en microscopia de
CDI fondo morado. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C; F-H)
cristales prismaticos, (1-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos. (A,
K) Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F) Punica
granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya japonica; (1)
Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum esculetum; (L)
Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (N) Phalaenopsis
Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Figura 14. Secciones transversales del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en microscopia de CDI fondo morado.
Presencia de (A-E, H) drusas, (D-J, M) cristales prismaticos, (I-M) arenas, (M-R) rafidios y (N)
estiloideos. (A) Schefflera actinophyla; (B, G) Eriobotrya japonica; (C, 1) Lycopersicum esculetum; (D,
E, H) Punica granatum; (G) Citrus limén; (J) Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris; (M-N)
Tradescantia fluminensis; (O) Phytolacca rugosa; (P) Bougainvillea spectabilis; (Q) Phalaenopsis Sogo
Diana ‘Sophie’; (R) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Figura 15. Secciones transversales de I[&mina foliar en microscopia de
CDI fondo dorado. Presencia de (A-F, H, K) drusas, (C; F-H) cristales
prismaticos, (I-J) arenas, (K-P) rafidios y (A) estiloideos. (A, K)
Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C, F) Punica
granatum; (D) Schefflera actinophyla; (E, H) Eriobotrya japonica; (I)
Beta vulgaris; (G) Citrus limon; (J) Lycopersicum esculetum; (L)
Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (N) Phalaenopsis
Sogo Diana ‘Sophie’; (O, P) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Figura 16. Secciones transversales del peciolo (A-O) y raiz (P-Q) en CDI fondo dorado. Presencia de (A-
E, H) drusas, (D-J, M) cristales prismaticos, (I-M) arenas, (M-R) rafidios y (N) estiloideos. (A)
Schefflera actinophyla; (B, G) Eriobotrya japénica; (C, 1) Lycopersicum esculetum; (D, E, H) Punica
granatum; (G) Citrus limén; (J) Brugmansia candida; (K, L) Beta vulgaris; (M-N) Tradescantia
fluminensis; (O) Phytolacca rugosa; (P) Bougainvillea spectabilis; (Q) Phalaenopsis Sogo Diana
‘Sophie’; (R) Paphiopedilum insigne. Escala 40um.
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Microscopia electronica de barrido (MEB)

En MEB para los tres 6rganos ya mencionados se pudo observar la morfologia, textura y
dimension de los diferentes cristales hallados (Figuras 17, 18). Se hallaron drusas con dos
tipos de morfologias diferentes, la primera como agregados esféricos de cristales
prismaticos individuales de bordes angulosos con crecimiento perpendicular hacia el ndcleo
de la drusa (Figuras 17-A, C-E, 18-A-E) y la segunda se trataba de agregados
relativamente esféricos con prolongaciones radiales (Figuras 17-B). En los cristales
prismaticos se pudieron ver sus formas poligonales, la forma y superficie de sus caras, sus
tamafos, bordes y textura (Figuras 17-E-1; 18-F-H). En las arenas se pudo apreciar la
forma, tamafio y textura de cada cristal individual (Figuras 17-J-K; 18-1-K). En los rafidios
se pudo observar su textura, la longitud de sus cristales aciculares individuales (Figuras 17-
N-Q; 18-N-P), sus extremos (redondeados o puntiagudos, Figuras 17-L-M, O-Q; 18-L-P),
sus lados (Figura 18-L) y su disposicion dentro del idioblasto (Figuras 17-L, M, P, Q; 18-
P). En los estiloideos se pudo apreciar su longitud y la caracteristicas de sus extremos

(redondeados o puntiagudos; Figura 17-N).

En caso de las muestras fijadas y desecadas de material fresco (Figuras 17-A, E-G, I,
N-Q; 18-A-F, H, L, O, P) se pudieron observar los idioblastos y la disposicion del cristal
dentro de éste, la morfologia y textura del cristal y su localizacion en el tejido. En la
observacion de las muestras secadas con prensa botanica se pudo ver la morfologia del
cristal, su textura, pocas veces el cristal completo (Figuras 17-B-D, H, J-M; 18-G, I-K, N,
M) y algunos idioblastos (Figuras 17-L-M; 18-J).
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Figura 17. Secciones
transversales de lamina foliar
en MEB. Presencia de (A-E,
I) drusas, (E-1) cristales
prismaticos, (J, K) arenas, (L,
M; O-Q) rafidios y (A, I, N)
estiloideos. (A, I, N, O)
Tradescantia fluminensis; (B) Brugmansia candida; (C) Schefflera actinophyla; (D, H)
Eriobotrya japonica; (E) Punica granatum; (F, G) Citrus limon; (J) Beta vulgaris; (K)
Lycopersicum esculetum; (L) Phytolacca rugosa; (M) Bougainvillea spectabilis; (P)
Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’; (Q) Paphiopedilum insigne.
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SLMIC Xes0 10gm SLMIC 107

Figura 18. Secciones transversales del peciolo (A-N) y raiz (O-P)
en MEB. Presencia de (A-E) drusas, (F-H) cristales prisméticos,
(I-K) arenas, (L-P) rafidios. (A) Schefflera actinophyla; (B, C)
Eriobotrya japonica; (D-F) Punica granatum; (G) Citrus limon;
(H, N) Tradescantia fluminensis; (1) Lycopersicum esculetum; (J)
Beta vulgaris; (K) Brugmansia candida; (N) Bougainvillea
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Discusion

La biomineralizacién mas distribuida en las plantas son los cristales de oxalato de calcio
(Arnott y Pautard, 1970; Franceschi y Horner, 1980; Horner y Wagner, 1992, 1995; Webb,
1999; Franceschi, 2001; Nakata, 2003; Bauer et al., 2011), su identificacion en tejidos se
puede realizar mediante diversos procedimientos, como histoquimicos, de microscopia
fotonica y electronica, tomograficos (Matsushima et al., 2012), de espectroscopia infrarroja
y difraccion de rayos X (Franceschi y Horner, 1980; Taniguchi y Harada, 1987). En
muchas investigaciones se ha utilizado la microscopia de luz polarizada y la microscopia
electrénica de barrido para hacer una observacién preliminar de los cristales de oxalato de
calcio y definir su morfologia (Franceschi y Horner, 1980, Raman et al., 2014). Los
resultados de este estudio muestran que los cristales de oxalato de calcio en tejidos
vegetales pueden ser visibles bajo las microscopias aqui empleadas, pero no todas éstas son
utiles para la buena observacidn, identificacion y caracterizacion de la morfologia cristales

de oxalato de calcio.

Microscopia fotonica de campo claro

La microscopia fotdnica de campo claro es usada para la observacion de objetos, células y
tejidos que al absorber naturalmente la luz visible contrastan con un fondo claro,
trasmitiendo la amplitud de las ondas de luz y su intensidad (Wayne, 2014). Los cristales de
oxalato de calcio han sido observados bajo este sistema de iluminacion en multiples
estudios para identificar su morfologia de manera preliminar y su distribucién en los
distintos dérganos y tejidos vegetales. Monje y Baran (2002) observaron e identificaron la
morfologia general de drusas y su abundancia en cactus; Gebura y Winiarczyk (2016)
identificaron la morfologia general de rafidios, (cristales prismaticos) prismas y drusas, su
tamafio, abundancia y su distribucion, en los tejidos de 6rganos vegetativos y reproductivos
de Tinantia andémala (Commelinaceae); Kuo-Huang et al. (2007) observaron la morfologia
y tamafio de drusas y ubicacién de estas dentro de los idioblastos en el meséfilo de hojas de
Peperomia glabella para definir sus papel; Coté (2009) observd e identifico la morfologia
de drusas y rafidios en 6rganos vegetativos y reproductivos de Dieffenbachia seguine

(Araceae) para definir su rol; con este sistema de iluminacion observé la ubicacién y
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densidad de los cristales en el tejido, midio el diametro de las drusas, longitud y grosor de
rafidios y sus cristales aciculares. llarslan et al. (1999) observaron morfologia y
distribucion de cristales en semillas y évulos de Glycine max (Leguminosae). Franceschiy
Horner (1980) observaron la morfologia y describieron la forma de la arena cristalina como
depositos de cristales pequefios tetragonales y la ubicacion de los idioblastos en la hojas de
Beta vulgaris. El empleo de este sistema de iluminacién en este estudio, permitio la
observacion e identificacion de la morfologia, tamafio y ubicacion de las cinco
morfoldgicas bésicas de cristales en todos los oOrganos de las especies analizadas,
coincidiendo con las observaciones de los estudios antes mencionados en los que sefialan
que el sistema de iluminacién de campo claro permite realizar una observacion de la
morfologia general y ubicacion de los cristales de oxalato de calcio en diversos 6rganos de

las plantas.

Respecto a la observacion de cristales intracelulares y extracelulares en este sistema
de iluminaicon, Kuo-Huang et al. (2007) y Gebura y Winiarczyk (2016) reportan que se
puede observar esta condicion de los cristales en 6rganos vegetativos y reproductivos de las
angiospermas y Fink (1991) reporta lo mismo en hojas de gimnospermas. En estudio de
igual manera se pudo observar si se trataban de cristales intra o extracelulares en todos los

organos de las especies analizadas.

Los cristales agrupados como arenas, rafidios y cristales grandes como prismaticos,
drusas y estiloideos, fueron facilmente observados en el tejido debido a su tamafio y
morfologia caracteristica. Prychid y Rudall (1999) mencionan que la morfologia de
rafidios, drusas y estiloideos en algunas monocotileddneas se puede observar con claridad
en este sistema de iluminacion debido a su morfologia. Por otro lado la observacién de
arenas aisladas y rafidio, drusas y prismaticos pequefios <10 um, fue dificil en este estudio,
Tillman-Sutela y Kauppi, (1999) mencionan que los cristales prismaticos de <10 um de
tamafio en Picea abies, son dificiles de ver en campo claro debidos a su tamafio, hecho que

en este estudio se confirma.

En la ldmina foliar de Paphiopedilum insigne se observaron claramente 4 lados en los
cristales aciculares individuales de los rafidios en seccién trasversal, Raman et al. (2014)

reportan que con este sistema de iluminacién la observacion en los cristales aciculares de 6
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a 8 lados de seccidn trasversal de rafidios en Dioscorea polystachya parecian circulares
debido a la limitacion de la resolucion del microscopio fotonico, en este estudio se piensa
que el numero de lados que presentan los rafidios también influye en la claridad de la
observacion, ya que el numero de lados de los cristales aciculares observados en
Paphiopedilum insigne era menor a 6 y se pudieron observar claramente en este sistema de
iluminacion del microscopio fotdnico. Este sistema de iluminacion también permitio
observar claramente el ndcleo de las drusas en tono opaco, como lo reportan Prychid y
Rudall (1999) y Monje y Baran (2002). Y la disposicion de los rafidios dentro del
idioblasto como lo menciona Cote (2009) de rafidios en drganos vegetativos de
Dieffenbachia seguine (Araceae).

Con este sistema de iluminacion también se pudo identificar la presencia de
idioblastos duplex en la epidermis de la ldmina foliar de Tradescantia fluminensis, no se
hallé ningan estudio que reporte la observacion de idioblastos duplex por medio del uso de

este sistema de iluminacion.

Segun los resultados de este estudio junto con de las observaciones de investigaciones
antes referidas, se sugiere que la observacion de cristales de oxalato de calcio en campo
claro se realice como primer acercamiento a su morfologia bésica en plantas, en la cual se
puede observar también el tamafio del cristal, ubicacion en los tejidos y su condicion

intracelular o extracelular.

Microscopia fotdnica de contraste de fases

El microscopio de contraste de fases es capaz de convertir las diferencias de fase entre las
regiones de un espécimen en diferencias de amplitud, lo que hace visibles a los
especimenes trasparentes (Wayne, 2014, Murphy y Davidson, 2013). Los cristales de
oxalato de calcio han sido observados bajo este sistema de iluminacidn en escasos estudios.
Li et al. (2003) reportan el uso de este sistema de iluminacidn solamente para identificar la
morfologia basica y longitud de rafidios e idioblastos de 30 pum en hojas de Pistia
stratiotes. Sandoval-Zapotitla et al. (2010) mencionan que emplearon éste sistema de

iluminacion para observar cristales de oxalato de calcio de manera preliminar, s6lo para
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detectar la presencia de drusas, rafidios y cristales primaticos en las hojas de especies de la
subtribu Oncidiinae (Orchidaceae). Las observaciones de cristales que se realizaron en este
estudio con el uso de microscopia fotonica de contraste de fases fueron dificiles, ya que el
procesamiento de la muestra ocasiond limitaciones en la observacion. La morfologia de los
cristales y los idioblastos se diferenciaban solo si el corte era delgado, limpio, y con escasa
tincién. Los cristales pequefios y los detalles de los bordes y extremos de los cristales
fueron dificilmente visibles y los halos de luz en algunos cristales interferian con la
observacion de su morfologia. Por el contrario para las drusas los nlcleos si eran visibles y
esa caracteristica las diferenciaba del resto del tejido. Estas observaciones concuerdan con
la mencidn que hacen los autores Li et al. (1999) y Sandoval-Zapotitla et al. (2010), sobre
el empleo de contraste de fase solamente para la identificacion de la morfologia de los

cristales de oxalato de calcio en plantas.

Por lo anterior no se recomienda usar el sistema de iluminacion de contraste de fases
para la observacion de cristales de oxalato de calcio; sin embargo, si se recurre a usar el
sistema de iluminacion para la observacion de estos cristales se sugiere que el corte que se
observe sea muy delgado, sin tincion alguna y sin artefactos que puedan entorpecer la

observacion de los cristales.

Microscopia de luz polarizada

La microscopia fotdnica de luz polarizada estdn disefiada para generar contraste y
proporcionar una imagen brillante, clara y nitida de un objeto anisotropico que muestran
birrefringencia contra un fondo negro en alta resolucion y gran aumento (Olympus, 2017;
Wayne, 2014). Este sistema de iluminacion ha sido utilizado para identificar la morfologia
de los cristales de oxalato de calcio y establecer patrones de distribucion en el tejido debido
a su birrefringencia. llarslan et al. (1999) identificaron la morfologia general de rafidios, su
ubicacién, abundancia, aparicion y desaparicion a lo largo del desarrollo de tejidos de
6vulos y semillas de Glycine max (Leguminosae) por medio de la birrefringencia de los
cristales. Volk, et al. (2004), identificaron la morfologia de rafidios en hojas de Pistia
stratiotes, los cuales caracterizaron por ser brillantes por birrefringencia y de gran tamafio
(60 um), asi describen su distribucién en el tejido de la hoja y abundancia. Cote (2009)
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observa la morfologia general y patrones de distribucion en tejidos de 6rganos vegetativos
y reproductivos de Dieffenbachia seguine (Araceae). Gebura y Winiarczyk (2016) observan
la presencia de cristales y su morfologia de cristales prismaticos, rafidios y estiloideos en la
microsporogénesis de Tinantina anomala (Commmelinaceae). Kuo-Huang et al. (2007)
mencionan que la birrefringencia de las drusas ayud6 a visualizar la localizacion,
distribucion, densidad y tamafios en el mesofilo de la lamina foliar de Peperomonia
glabella. Prychid y Rudall (1999) reportan que la birrefringencia de los rafidios, drusas y
estiloideos en algunas monocotiledoneas los hace facilmente observables e identifican asi
su morfologia y ubicacion. Las observaciones de este estudio mostraron que en microscopia
de luz polarizada, la birrefringencia de las cinco morfologias observadas de cristales
ayudaba a detectar su presencia y distribucion en los tejidos, su morfologia, tamario,
detalles de sus bordes y extremos y disposicion en los idioblastos, como los estudios

anteriores lo mencionan.

En cuanto a los cristales aciculares individuales de rafidios y estiloideos, la
birrefringencia permitio observar su longitud, caracteristicas de sus extremos (puntiagudos
0 redondeados), disposicién u orden dentro del idioblasto y lados en seccidn trasversal
coincidiendo con los reportes de Raman et al. (2014). Estos autores mencionan que la
observacion bajo luz polarizada de rafidios en seccién trasversal muestra con claridad el
namero de lados, la seccion longitudinal muestra su longitud y sus extremos y en ambas
secciones, su localizacion en el tejido. La birrefringencia de las arenas permitio visualizar
detalles de su forma, tal como lo reporta Franceschi (1984) cuando describe la morfologia

de arenas birrefringentes y su distribucién en el mesofilo de hoja de Beta vulgaris.

Debido a la caracteristica de birrefringencia se pudieron identificar patrones de
distribucién de algunas especies, en Citrus limon se hallaron cristales prismaticos
distribuidos s6lo en la epidermis de la lamina foliar y en Eriobotrya japonica se hallaron
cristales prismaticos paralelos a los haces vasculares del meséfilo de la lamina foliar. Esta
caracteristica sobre los patrones cristalinos que se han abordado en otros estudios, se
considera una caracteristica de importancia taxondémica y filogenética en las plantas.
Borchert (1985) buscd patrones cristalinos en la ontogenia de la hoja sugiriendo que la

birrefringencia es una caracteristica clave de los cristales de oxalato que ayuda a identificar
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morfologia general, tamafio, aparicion, crecimiento y distribucion de cristales en las hojas
de Gleditsia triacanthos y Albizia julibrissin. Berg (1994) examiné bajo luz polarizada la
aparicion y desaparicion de cristales en ramas de Casuarina cunninghamiana y encontro
patrones de distribucion en células epidérmicas que supuso juega un papel de defensa
contra hervivoros. Lersten y Horner (2000) utilizaron luz polarizada para describir patrones
cristalinos alrededor de los hace vasculares del mesofilo de hojas de subgéneros de Prunus
(Rosaceae), patrones que establecieron tomando en cuenta la distribucion, densidad,
morfologia, proporcién en nimero y tamafio de los cristales y sugirieron tienen importancia
sistematica en las plantas. Cervantes—Martinez et al. (2005) establecieron patrones
cristalinos en las hojas de especies de los géneros de Glycina y Shuteria (Fabaceae), segln

la localizacion y forma de cristales mediante el uso de microscopia de luz polarizada

En este sistema de iluminacion la observacion de idioblastos duplex no fue posible,
pues las paredes celulares de algunos tejidos no eran visibles, pero si se observaron los
cristales pertenecientes a estos idioblastos. Tal fue el caso de la lamina foliar de
Tradescantia fluminenesis donde se hallaron idioblastos duplex, estos no fueron
distinguidos en microscopia de luz polarizada pero si en el resto de las iluminaciones de
microscopia fotonica. Lestern y Horner (2011) mediante el uso de microscopia de luz
polarizada, reportan la presencia de idiobastos duplex en las hojas de varias especies de la
tribu Naucleeae (Rubiaceae). Ellos observaron solamente la combinacion duplex de
cristales y concluyeron que se trataban de idioblastos duplex, pues los cristales que
observaron se encontraban incrustados uno en él otro (drusas incrustadas en arena
cristalina) y no separados, como fue el caso en este estudio. Por esta razon no se observaron
idioblastos ddplex bajo luz polarizada en Tradescantia fluminenesis, a pesar de tenerlos

presentes.

Si se pretende buscar o estudiar cristales de oxalato de calcio en una muestra, se
recomienda la observacion en la microscopia de luz polarizada, ya que en ésta los cristales
brillan debido a su birrefringencia y su presencia, ubicacién, distribucion, abundancia,
morfologia, tamafio y disposicion en el idioblasto son evidentes. Si el interés es observar
los idioblastos que los contienen, la observacién complementaria en campo claro puede

realizar esta Ultima labor.
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Microscopia fotonica de contraste diferencial de interferencia (CDI)

El sistema de iluminacion CDI traduce las diferencias de densidad de los especimenes en
diferencias de intensidad; dando una imagen del espécimen con apariencia tridimensional o
relieves que corresponden a las variaciones de la densidad éptica de la muestra, sin afectar
la resolucién de la imagen, asi se pueden observar detalles que son invisibles en campo
claro por medios Opticos, sin necesidad de tinciones (Wayne, 2014), ademas los efectos de
halo son artefactos ausentes en CDI (Olympus, 2017). Existen pocos estudios que hayan
observado cristales de oxalato de calcio en plantas bajo este sistema de iluminacion.
Prychid y Rudall, (1999) reconocen con el uso de CDI la morfologia de drusas, rafidios y
estiloideos y su localizacion en el tejido debido a su alto contraste sin necesidad de
tinciones en monocotileddneas. Fink (1991) usé CDI para detectar la presencia de cristales
de oxalato de calcio en gimnospermas, y pudo identificar la morfologia de cristales
prismaticos y depositos cristalinos, cristales intracelulares y extracelulares, brillo debido a
la birrefringencia de estos cristales y un alto contraste de los cristales sobre un fondo mas

obscuro.

En este estudio la observacion de cristales de oxalato de calcio en CDI, realzé el
contraste de los cristales dentro de los tejidos, se identific6 su morfologia, las
observaciones se vieron en colores llamativos y diferentes no sélo en el fondo y los
cristales, sino también en el resto del tejido y se pudieron observar cristales intracelulares y
extracelulares, como lo menciona Fink (1991). En esta microscopia no hubo halos de luz
confusos alrededor de los cristales como los que se encontraron en contraste de fase y la
visibilidad de los contornos y detalles mejoré en todos los cristales en comparacion con las
microscopias anteriores. Esto ultimo debido a que este sistema de iluminacion genera
sombras y altas luces formadas por el sistema Optico que da una apariencia de volumen,
mostrando el relieve de la superficie de la muestra (Wayne, 2014; Olympus, 2017), asi fue

entonces que se pudo observar el detalle de bordes y extremos en todos los cristales.

La literatura sefiala al sistema de iluminacion CDI no apto para la observacion de
especimenes birrefringentes, debido a que su efecto sobre la luz polarizada crea imagenes

confusas cuando los cristales brillan (Olympus, 2017). Sin embargo en las observaciones de
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este estudio la birrefringencia en CDI de los cristales de oxalato de calcio no intervino con

la observacion de la morfologia de los mismos.

Esta microscopia se usa en el estudio de células vivas no coloreadas, de tejidos
tefiidos o no tefiidos y en el estudio de especimenes relativamente gruesos que no permiten
el uso de contraste de fases (Wayne, 2014). Los resultados muestran que, en el sistema de
iluminacién CDI ni la tincion, ni el grosor de los cortes condicionaron en ningiin modo la
observacion de morfologia, contraste, detalle y relieve en los cristales de oxalato de calcio y
que incluso, el ajuste del prisma de Wollaston del objetivo control6 el contraste en la
observacion al lograr diferentes colores de interferencia del fondo y efectos de tincion

Optica multicolor en los cristales (Figuras 9-16).

Microscopia electronica de barrido (MEB)

Un microscopio electronico de barrido permite obtener imagenes de alta resolucion con
gran profundidad de campo de una muestra que se escanea con un haz de electrones
enfocado (Yoshimura, 2014). Esta microscopia se emplea en las ciencias biologicas para
estudiar la morfologia externa (textura) de células, tejidos y cristales, su composicion
quimica, estructura cristalina y la orientacién de los materiales que componen a los
organismos (Egerton, 2016) y ha sido muy utilizada para analizar la ultraestructura y

morfologia de los cristales de oxalato de calcio en plantas (Franceschi y Horner, 1980).

Las imagenes en MEB de cristales de oxalato de calcio obtenidas en este estudio
permitieron observar el detalle de la morfologia y la textura de los cristales, esta
microscopia resulto ser de utilidad complementaria en la caracterizacion morfoldgica de los
cristales y se pudieron confirmar ciertas caracteristicas observadas en la microscopia
fotonica, como su tamafio, su condicidn intracelular o extracelular y su disposicién en el
idioblasto, de hecho Lestern y Horner (2000) propone a la MEB como ideal para describir

la morfologia de estos cristales.

Las observaciones en este estudio mostraron que en los cristales prismaticos se
pudieron ver sus formas poligonales, la forma y superficie de sus caras, sus tamafos,
bordes y textura de la superficie; caracteristicas que reportan Prychid y Rudall (1999),

estos autores seflalan caras curvas y rectas en los cristales aciculares y extremos
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puntiagudos en los rafidios, su localizacién en los tejidos y orientacion dentro del idioblsto
en algunas monocotiledoneas. Tillma-Sutela y Kaupii (1999) detallan la morfologia
prismas con caras poliédricas y bordes angulosos en semillas de gimnospermas, describen
cristales intra y extracelulares, tamafio y abundancia en los tejidos de semillas de Picea
abies. Para los rafidios y estiloideos se pudo observar su textura, la longitud de sus cristales
aciculares individuales, sus extremos, sus lados en seccion trasversal y su disposicion
dentro del idioblasto, caracteristicas que Raman et al. (2014) también observan en los
rafidios de Dioscorea polystachya, estos autores describen la morfolégica del exterior e
interior de cristales aciculares en dos nuevas variedades de rafidios, observan las
dimensiones del cristal acicular, nimero de unidades en cada paquete, mucilago que los
rodea, numero de lados cada cristal individual, distancia entre ellos, diametro de los haces,

caracteristicas de los extremos, longitud y localizacién en el tejido.

Existe una amplia variedad de drusas en las plantas, en este estudio se hallaron dos
variedades de drusas, la primera como agregados esféricos de cristales prismaticos
individuales de bordes angulosos con crecimiento perpendicular desde el ntcleo de la drusa
y la segunda eran agregados relativamente esféricos con prolongaciones radiales. Tillma-
Sutela y Kaupii (1999) detallan la morfologia de drusas como construcciones de agregados
cristalinos en semillas de Picea abies. Contreras-Padilla et al. (2011) detallaron la
morfologia de las drusas como un conglomerado de cristales en los cladodios de Opuntia
ficus-indica var. redonda. Kuo-Huang et al. (2007) describen a las drusas de la hoja de
Peperomia glabella como conglomerados de multiples facetas cristalinas que se irradian
desde el nlcleo y en otros estudios la variedad de descripciones sigue (Barcenas-Arguello
et al., 2015). Es por ello que Monje y Baran (2002), sugieren que las morfologias variadas
de las drusas pueden ser caracteristicas especificas y Utiles para discernir miembros de
subgrupos taxondmicos al menos en la familia Cactaceae. En las arenas se pudo apreciar la
forma, tamafio y textura de cada cristal individual, caracteristicas que también Bouropoulus
et al. (2001) reportan en los cristales individuales de las arenas de Lycopersicum esculetum,
ellos describen por medio de observaciones al MEB una morfologia pseudotetraédrica de 2-

3 um por lado de cada cristal,
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Para la localizacion de todos los cristales observados en MEB la textura fue clave
para localizarlos en el tejido, de hecho segin Monje y Baran (2002) la textura del cristal
puede revelar su forma de hidratacion aun cuando los cristales son de la misma morfologia.

Es por ello que se debe prestar atencion a esta caracteristica en las observaciones al MEB.

Esta microscopia ha demostrado ser muy Util cuando se trata de caracterizar la
morfologia de un cristal (Tillma-Sutela y Kaupii, 1999; Monje y Baran, 2002; Raman et
al., 2014), sobre todo si ésta se pretende utilizar como carécter taxondmico en estudios
sistematicos y en la descripcion e identificacion de especies (Prychid y Rudall, 1999;
Monje y Baran, 2002; Sandoval-Zapotitla et al., 2010; Raman et al., 2014), ya que permite
ver a detalle la morfologia y textura de los cristales y las variaciones de una misma
morfologia del cristal, algo que la microscopia fotonica no puede hacer debido a su menor
poder de resolucion y a la bidimensionalidad de sus imégenes, sin embargo no en todos los
estudios se requiere tanto nivel de detalle. Es por lo anterior que esta microscopia se

propone para estudios morfolégicos descriptivos de cristales de oxalato de calcio.

Muestras analizadas al MEB

Las muestras organicas que se analizan en el MEB necesitan una preparacion para ser aptas
en condiciones de alto vacio y para recibir el haz de electrones, deben ser de unos pocos
milimetros de espesor y de hasta alrededor de un centimetro en longitud o diametro. Se
debe evitar que los tejidos liberen gas dentro del microscopio, para ello, los tejidos son
sometidos a métodos de fijacion y de secado en puntos criticos, liofilizacion o congelacién
que les confieren rigidez y permiten conservar sus condiciones originales, ademas necesitan
el recubrimiento de un material conductor (Morris y Groves, 2013). En este estudio el uso y
procesamiento de material fresco de las muestras analizadas permitié la observacion de las
condiciones originales en las que se encontraban los cristales de oxalato de calcio en los
tejidos de los dérganos analizados. Por el contrario el material herborizado permitio la
observacion de estos cristales en tejidos compactados, dificultando su localizacion y
observacion. Sin embargo, el uso de material herborizado representa una opcién de analisis
de cristales de oxalato de calcio, pues estos cristales tienen la ventaja de ser productos
vegetales insolubles en agua, muy resistentes y por lo tanto, se pueden encontrar alli donde

53



otros residuos vegetales ya no son evidentes (Monje y Baran, 2002). En algunos estudios se
ha hecho uso de material de herbario para la observacion de cristales de oxalato de calcio al
MF y MEB (Lersten y Horner, 2000; Cervantes—Martinez et al., 2005). En estos estudios el
material fue sometido a tratamientos de rehidratacion y los resultados de observacion
resultaron 6ptimos. Por lo tanto, cuando por algin motivo no se puede conseguir material
fresco, el material de herbario es una opcion viable para la observacion de cristales de

oxalato de calcio en tejidos de plantas.

En la ultima década los métodos de observacion de cristales de oxalato de calcio en
las plantas se han ampliado y métodos no invasivos se han empleado para el estudio de
estos cristales en las plantas; por ejemplo, Matsushima et al. (2012), utilizaron rayos X por
contraste de fases (SXMT) para conocer la ocurrencia, cantidad y distribucion de cristales
de oxalato de calcio en pedunculos de rosa, obteniendo imagenes tridimensionales sin
realizar corte alguno en la planta. Eder (2010) evaluaron el potencial de la microscopia LC-
Polscope en la observacién de cristales de oxalato de calcio. En esta microscopia las
estructuras biologicas pueden contrastarse en base a sus propiedades anisotropicas e
investigarse bajo sus condiciones ambientales nativas sin necesidad de agentes de
etiquetado. Ellos utilizaron esta herramienta para seguir los cambios estructurares
dinamicos de las estructuras, composicién, indices de birrefringencia y orientacion de
cristales de oxalato de calcio en células vivas de tallos de Dictyostelium discoideum y
concluyeron que con esta microscopia se pueden analizar la formacion de sus estructuras in
vivo. Estos métodos de observacion de cristales han sido poco empleados, sin embargo
tienen el potencial de proporcionar informacién complementaria al resto de las

microscopias ya utilizadas

El conocimiento de las caracteristicas morfoldgicas de los cristales de oxalato de
calcio juega un papel importante en la Taxonomia, Sistematica y Anatomia Vegetal,
Medicina, Agronomia y otras, es por ello que estudios como los ya mencionados y esta
investigacion resultan de ayuda para conocer y analizar caracteristicas de los cristales

dependiendo de los objetivos de cada area de investigacion.

54



Conclusiones

La microscopia fotonica de luz polarizada, de contraste diferencial de interferencia (CDI) y
de campo claro permitieron obtener una definicion mas clara de las estructuras de los 5
tipos de cristales de oxalato de calcio en los 6rganos en estudio. De igual manera la
microscopia de contraste de fase es Gtil para la observacion de estos cristales en cortes
delgados.

La microscopia electronica de barrido provee de informacion sobre las caracteristicas
morfoldgicas y textura de los cristales de oxalato de calcio.

El estudio comparativo con las diferentes técnicas de microscopia permitié establecer
los requerimientos necesarios para lograr observaciones de buena calidad de los cristales de
oxalato de calcio en material fresco y herborizado. En ello se sugiere el uso preferente de

material fresco para que el procesamiento permita las mejores condiciones de observacion.

La presencia y descripcion clara de las caracteristicas de los cristales de oxalato de
calcio provee de informacion que sirve de base para la definicion o resolucion problemas en

diferentes areas de investigacion.

La microscopia comparada proveyd de informacion variada y complementaria para la
observacion y descripcion de la morfologia de los cristales de oxalato de calcio en las

plantas en estudio.
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Anexos
Anexo I. Microscopia: fichas técnicas

Microscopia fotdnica (MF) y sistemas de iluminacion

La iluminacion de un objeto o espécimen visto al microscopio es fundamental para
concebir su realidad ante nuestros o0jos. August Kéhler en 1893 establecié los parametros
que rigen la correcta iluminacion en el microscopio foténico, para obtener imagenes con el
maximo contraste y resolucion. La iluminacion de Kohler (Figura 19) alinea correctamente
los sistemas 6pticos y de iluminacion, logrando que el filamento de la lampara sea
proyectado por el condensador de la lampara en el plano del iris debajo de la platina, que a
su vez se proyecta sobre el plano de la muestra. Por tanto el cono luminoso que llega a la
preparacion es uniforme en todo sus campo angular, esté enfocado en su didmetro minimo
en el plano de la muestra, coaxial con el objetivo y el ocular y de una abertura numérica
similar o ligeramente menor que la del objetivo (Wayne, 2014; Garcia-Escudero et al.,

2017); es la forma mas eficaz para la observacion de una muestra en campo claro.

Microscopia de campo claro

El ojo humano tiene la capacidad de detectar diferencias de amplitud y/o longitud de onda,
y vemos imagenes cuando los puntos que la componen varian en intensidad o color en
comparacion con el fondo. Como ya se menciond la microscopia de campo claro, es el
resultado de realizar los ajustes de la iluminacion segun Kéhler y debe su nombre al tipo de
imagen que proporciona, ya que el objeto resalta sobre un fondo blanco y brillante. Es el
sistema oOptico utilizado para observar material procesado y tefiido, a fin de incrementar el
contraste entre la muestra y el medio que le rodea, ya que si se examinan objetos sin color,

la imagen resultante sera poco contrastante, casi transparente.
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Microscopia de contraste de fases

La interaccion de la luz con un objeto transparente e invisible, es visible con un
microscopio de contraste de fases, éste fue inventado por Fritz Zernike en 1934. Los
especimenes trasparentes con variaciones en el indice de refraccion (como cambia la
velocidad de la luz al atravesar diferentes materiales), o0 mejor dicho con variaciones en la
longitud del trayecto Optico, son capaces de diferenciar las ondas desfasadas, pero como no
podemos detectar estas diferencias de fases a simple vista, el objeto permanece invisible. El
microscopio de contraste de fases es capaz de convertir las diferencias de fase entre las
regiones de un espécimen en diferencias de amplitud, lo que hace visibles los especimenes
trasparentes. En esta iluminacién una regién de un espécimen y el fondo, o dos regiones en
un espécimen, tendran una diferencia de trayectoria Optica si tienen indices refractivos o

espesores diferentes (Wayne, 2014).
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Cuando la luz pasa por un objeto homogéneo que tiene un indice de refraccion diferente al
de su alrededor, su velocidad se altera, y su llegada a un punto dado es avanzada o
retardada, dependiendo si el indice de refraccion del objeto es menor o mayor
respectivamente al de su alrededor, la diferencia de fase se debe a que la onda que atraviesa
el espécimen tienen una longitud de trayectoria dptica diferente a la onda que atraviesa su
alrededor (Murphy y Davidson, 2013).

Plano de la imagen

El microscopio de contraste de fases tiene un
anillo en el condensador llamado anillo de fase y
una placa de fase en el objetivo, que permite que
se forme un cono hueco de luz que ilumina la
muestra, entonces un cono hueco invertido de luz Placa de fase d
directa es capturado por la lente objetiva y se

enfoca en un anillo que coincide con el area
conjugada de la placa de fase en el plano focal

posterior del objetivo, este sistema desfasa los

. .. 1 +  Objetivo
haces luminosos que inciden y emergen del
objeto para que cuando estos haces de luz se
encuentren resulten en un cambio de la intensidad Espécimen

luminosa en el plano de la imagen (Figura 20)
(Murphy y Davidson, 2013; Wayne, 2014).

Condensador

————— Anillo de fase

Fuente de luz

La microscopia de contraste de fases, permite  Figura 20.  Diagrama esquematico del
funcionamiento  del  Microscopio  de

observar celulas vivas trasparentes en alta ., raste de fases (tomado de Wayne, 2014).

resolucién, se limita a especimenes delgados, en

especimenes gruesos la areas por abajo y por encima del plano del objeto proporciona
cambios de fase no deseados, causan imagenes desenfocadas que se superponen y
oscurecen la imagen enfocada. También se ha usado para la medicion cuantitativa de
indices de refraccion y densidad de la masa seca de las células y concentraciones de

macromoléculas (Wayne, 2014).
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Microscopia de luz polarizada

La luz del sol y la artificial se transmiten en ondas de luz cuyo campo eléctrico vibra en
todos los planos perpendiculares con respecto a la direccién en que se propaga. Cuando el
campo eléctrico se restringe a un sélo plano por filtracion, se dice que la luz esta polarizada
con respecto a la direccion de propagacion y todas las ondas vibran en el mismo plano. El
microscopio de luz polarizada convierte un cambio en el angulo de propagacion de la onda
de luz polarizada provocado por cada punto del espécimen en un cambio de color y/o
intensidad. Henry Fox Talbot disefié el primer microscopio de polarizacion en 1834. Este
microscopio estd disefiado para el analisis cuantitativo de los patrones cristalinos de las
muestras con actividad dptica, es decir, material con la capacidad de desviar el angulo de la
luz plano polarizada (materiales anisotropicos) obteniendo una tincion dptica con patrones

caracteristicos (Olympus, 2017; Wayne, 2014).

Los componentes biologicos estan constituidos por moléculas, en algunos estan
simetricamente distribuidas y orientadas en el espacio y en otros, esta distribucion es
aleatoria o asimétrica. Estas estructuras moleculares tienen propiedades dpticas diferentes y
la luz que interactda con ellas refracta en formas variadas. Se denominan isotropicas a las
estructuras cuyo arreglo molecular es simétrico, el cual les confieren un mismo indice de
refraccion, y, al interactuar con la luz el angulo de refraccion es constante y pasas través de
la estructura a una misma velocidad sin polarizarse, lo que las hace invisibles en el
microscopio de luz polarizada. Por el contrario si los enlaces de una sustancia son
asimétricos se le denomina anisotrépica y sus ejes no equivalentes refractan en dos los
haces de luz que inciden ella, cada uno de estos haces polarizados viaja con direcciones y
velocidades diferentes, a este fendmeno se le llama de doble refraccion o birrefringencia y

les permite ser visibles en el microscopio de luz polarizada (Wayne, 2014).

El microscopio de luz polarizada tiene dos filtros polarizadores cruzados que modifican la
luz. El primero llamado filtro polarizador esta situado entre la fuente luminosa y el objeto,
y el segundo filtro llamado analizador se encuentra entre el objetivo y el ocular. Las ondas
de luz provenientes de la fuente de iluminacion que pasan por el filtro polarizador oscilan
en un mismo plano y esta luz polarizada incide en la muestra, cuando ésta es anisotrdpica

se presenta el fendmeno de la doble refraccidon o birrefringencia, entonces se producen dos
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haces refractados distintos que vibran en planos diferentes y se propagan a diferentes
velocidades en el interior de la muestra, éstos luego van hacia el filtro analizador que pasa
solamente aquellos componentes de las ondas de luz que son paralelos a la direccién de
polarizacion del analizador, esta luz polarizada es detectada por el 0ojo humano como un
incremento en las intensidad luminosa o como un efecto de color de la muestra. (Figura 21;
Olympus, 2017; Murphy y Davidson, 2013).

Policizador Objeto anisotropico

Analizador

Fuente

haces refractados
de luz

por el cristal
anisotropico.

Luz polarizada

dos haces resultado

Espesor del objeto == ||- ey ;
de birrefringencia

Figura 21. Diagrama esquematico del funcionamiento del Microscopio de luz polarizada (tomado de
Olympus, 2017)
Este microscopio se aplica para identificar y comparar sustancias cristalinas o fibrosas de
las células y tejidos, por ejemplo el citoesqueleto, colageno y cristales; también se pueden
identificar y estimar cuantitativamente los componentes minerales de una sustancia
(Wayne, 2014).

Microscopia de contraste diferencial de interferencia (CDI)

En la década de 1950 Georges Nomarski modifico el prisma de Wollaston utilizado para
detectar variaciones de densidad Optica en especimenes y convertirlos en diferencias de
intensidad, a este tipo de microscopia se le llamé de contraste diferencial de interferencia
(CDI). Este microscopio utiliza luz polarizada y posee dos prismas birrefringentes de

Wollaston que fraccionan el haz de luz polarizada en dos, con trayectos e indices de
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refraccion diferentes, dando una imagen del espécimen con apariencia tridimensional o
relieves que corresponden a las variaciones de la densidad Optica de la muestra, asi se
pueden observar detalles que son invisibles en campo claro por medios Opticos y no por
medio de tinciones (Wayne, 2014).

En este microscopio la luz de la fuente pasa a través de un polarizador ubicado debajo del
condensador, seguido de un prisma de Wollaston, este prisma esta compuesto por dos cufias
de cuarzo cementadas; la luz polarizada entra en este prisma y divide el haz en dos rayos
que emanan del prisma perpendiculares entre si, estos dos rayos viajan juntos pero en
direcciones ligeramente diferentes. Los rayos se interfieren en el plano focal del
condensador, donde pasan paralelos y muy cercanos entre si con una diferencia en su
trayectoria. La distancia entre los rayos llamada cizalla es méas pequefia que la capacidad de
resolucion del objetivo. Los haces divididos pasan a traves del especimen donde sus
trayectorias de onda se alteran de acuerdo con el espesor y los indices de refraccion del
espécimen. Estas variaciones provocan alteraciones en la trayectoria de la onda de ambos
haces. Cuando los haces paralelos entran en el objetivo, se enfocan por encima del plano
focal trasero donde entran en un segundo prisma de Wollaston, que combina los dos haces a
una distancia definida fuera del propio prisma, lo que elimina la cizalla y la diferencia de
trayectoria original entre los dos haces (Figura 22; Olympus. 2017; Murphy y Davidson,
2013).

Como resultado de haber atravesado el espécimen, las trayectorias de los haces paralelos no
tienen la misma longitud para las diferentes areas del espécimen, estos haces de diferente
longitud de trayectoria deben introducirse en el mismo plano y eje para que interfieran, esto
se logra colocando un segundo polarizador (analizador) por encima del segundo prisma de
Wollaston que combina los haces de luz, esta luz entonces va hacia el ocular donde puede
ser observada como diferencias de amplitud y longitud de onda, resultando que un lado del
espécimen o detalle de él aparezca brillante (o posiblemente de un color) mientras que el
otro lado aparezca mas oscuro (o de otro color). Este efecto de sombra confiere al
espécimen una apariencia pseudo tridimensional (Murphy y Davidson, 2013; Wayne,
2014).
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Figura 22. Diagrama esquematico
del funcionamiento del microscopio
de contraste  diferencial  de

interferencia (CDI)
Wayne, 2014).

(tomado de

El segundo prisma también puede colocarse de
forma que se pueda mover horizontalmente, esto
permite variar las diferencias Gpticas de trayectoria
de los haces, asi se puede alterar el brillo y el color
del fondo y de la muestra. Debido al disefio del
prisma y a las ubicaciones, el fondo sera homogéneo
para cualquier color que se haya seleccionado
(Olympus, 2017).

Esta microscopia se usa en el estudio de células
vivas no coloreadas y en el estudio de especimenes
relativamente gruesos que no permiten el uso de

contraste de fases (Wayne, 2014).

Microscopia electronica de barrido (MEB)

El desarrollo de la microscopia electronica de

barrido tiene sus comienzos en la década de 1930,

con ella se han podido estudiar las caracteristicas
morfologicas de los materiales, con una gran
profundidad de campo en escalas de longitud que
van desde milimetros hasta nanémetros (Morris y
Groves, 2013).

Un microscopio electronico de barrido (MEB) permite obtener imagenes de una muestra

escaneandola con un haz de electrones enfocado. Los electrones del haz interact(ian con los

electrones de la muestra, produciendo varias sefiales que pueden ser detectadas y que

contienen informacion sobre la topografia y composicion de la superficie de la muestra

(Yoshimura, 2014). Tipicamente un MEB (Figura 23) consiste en una fuente de electrones

que generan un haz de electrones primarios; una columna con lentes electromagnéticos para

enfocar y desmagnetizar el haz de electrones primarios; bobinas para escanear el haz de

electrones a través de la superficie de la muestra; bombas de vacio para mantener el sistema
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bajo alto vacio y uno o mas detectores para recoger sefiales generadas por irradiacion de

electrones en alto vacio (Morris y Groves, 2013).

Los electrones del haz llamados electrones primarios que inciden en la muestra, suministran
energia a los electrones atdmicos que estan presentes en ella, los cuales son liberados como
electrones secundarios, éstos contienen informacion sobre la topografia de la muestra y son
recogidos por un detector de electrones, después esta informacién es ampliada por lentes
electromagnéticos que forman la imagen de la muestra (Yoshimura, 2014; Egerton 2016).

Vv Generadores de
<+—— Fuente de electrones 4 escaner
AN /
i —4— [Lentes :
Bobinas de escaneo | L—: ] Lentes : :
de muestras <] [ T A condensadores : -
SN S| PR et
Lente objetiva | = i, 3 :
) ) \ B '\(onlrol de
B 1 ampliacion
¥ v Visualizacior
? de imagen
Muestra \ Amplificador
1 r Detector de de sefial

electrones

Figura 23. Diagrama esquematico de un microscopio electrénico de barrido (tomando de Egerton, 2016).

El MEB puede lograr una resolucién de los especimenes en alto vacio, bajo vacio y en
condiciones de humedad y proporciona una resolucion de imagen de 1-10 nm; ademas las
imagenes del MEB tienen una gran profundidad de campo y las caracteristicas del
espécimen que no estan exactamente en el plano de enfoque siguen siendo nitidas y
distinguibles (Yoshimura, 2014).

Las muestras organicas que se analizan en el MEB necesitan una preparacion para ser aptas
en condiciones de alto vacio y para recibir el haz de electrones. La preparacion
comunmente indica que los tamafios de las muestras deben ser de unos pocos milimetros de

espesor y de hasta alrededor de un centimetro en longitud o diametro. Para la clase de

71



materiales que no son sélidos completos o que tienen tendencia a generar gas en el vacio,
existen métodos para conferirles rigidez y evitar la salida de gas, estos métodos incluyen el
secado en puntos criticos, el liofilizado y el uso de crioescalas para muestras hidratadas por
congelacion. Estas muestras necesitan el recubrimiento de un material conductor como el
oro, no s6lo para aumentar la conductividad sino también para protegerlos de los dafios que
pueden sufrir durante la excitacién e ionizacion de los electrones, pues sus atomos pueden
desplazarse, cambiando la estructura y apariencia visible de su superficie (Morris y Groves,
2013).

Esta microscopia se emplea para estudiar la morfologia externa (textura) de células, tejidos
y cristales, su composicion quimica, estructura cristalina y la orientacion de los materiales

que los componen (Egerton, 2016).
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Anexo Il. Descripcion de cristales de oxalato de calcio hallados en cada especie y
comparacion en las diferentes técnicas de microscopia.

Beta vulgaris
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 24) bajo MF se hallaron arenas agrupadas formando
acumulaciones; los idioblastos que las contenian eran relativamente esféricos y se
distribuian entre el parénquima en empalizada y el parénquima esponjoso del mesofilo. Las
arenas cristalinas fueron claramente visibles en campo claro como acumulaciones de color
marrén, contrastaban con el fondo y con el tejido tefiido. Bajo luz polarizada, estas
acumulaciones eran birrefringentes y se podia observar la forma de sus cristales
individuales. La observacion en contraste de fases de las acumulaciones de arenas
contrastaban en tono marrén, mientras que las arenas aisladas se perdian en el tejido. En
CDI las arenas se observaron en tono marrén-azulado con mayor contraste y birrefringencia
en fondo amarillo, purpura y dorado, en fondo azul esta misma contrastaban con poca
birrefringencia y ocultaba los cristales aislados. En la observacion al MEB no se
distinguieron los idioblastos, sin embargo, se observaron acumulaciones de arenas
cristalinas en el mesofilo de la lamina, sus cristales individuales tenian formas irregulares,

tamanos variables y bordes puntiagudos.
Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 25) bajo MF se observaron depésitos de arenas en
acumulaciones numerosas de pequerfios cristales en el parénquima del cértex, los idioblastos
que las contenian eran relativamente esféricos. Las arenas cristalinas fueron claramente
visibles en todos los sistemas de iluminacidn; en campo claro se observaron contrastantes
en tono marrén en un tejido tefiido; eran birrefringentes en luz polarizada y se podia
observar la forma de sus cristales individuales; fueron contrastantes en contraste de fases,
aungue los cristales aislados se perdian; y se observaron ligeramente marrones y
contrastantes en todas las observaciones de CDI, aunque los cristales aislados se perdian en
el fondo amarillo y azul. La observacién al MEB mostré agrupaciones de arenas cristalinas

en un el tejido compactado del parénquima del cortex, no se distinguieron los idioblastos,
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sin embargo se observaron cristales individuales con formas irregulares, tamafos variables

y bordes puntiagudos.

Figura 24. Secciones transversales de la lamina foliar de Beta vulgaris, MF (A-H), MEB (H). (A) Arenas
distribuidas en el meséfilo de la I[&mina en campo claro; (B) Arenas birrefringentes en el meséfilo de la
lamina en luz polarizada; (C) Arenas en contraste de fases; (D-G) Arenas en CDI en el mes6filo de la lamina,
en tono marron-azulado contrastantes con el fondo. MEB (H) Agrupaciones de arenas con cristales
individuales de formas irregulares, tamafios variables y bordes puntiagudos dentro del meséfilo de la lamina.
Escala A-G 40um.
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Figura 25. Secciones transversales del peciolo de Beta vulgaris, con arenas distribuidas en el parénquima del
cortex del peciolo; MF (A-G), MEB (H-I). (A) Idioblastos con arenas contrastantes en campo claro; (B)
Idioblastos con arenas en contraste de fases; (C) Arenas birrefringentes en luz polarizada; (D-G) Idioblastos
con arenas en CDI en tono marrén contrastantes con el fondo. MEB (H-1) Agrupaciones de arenas con
cristales individuales de formas irregulares, tamafios variables; Cabezas de flechas indican cristales. Escala A-
G 40um.

Bougainvillea spectabilis
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 26) bajo MF se observaron abundantes idioblastos con rafidios,
los idioblastos se hallaron en el parénquima en empalizada con orientacién perpendicular a
la epidermis y en el parénquima esponjoso con orientacion paralela a la epidermis, los
idioblastos eran grandes células alargadas con un haz de cristales aciculares en su interior.
Los cristales aciculares que conformaban los rafidios eran finos, delgados y alargados con
extremos puntiagudos y fueron faciles de observar en MF debido a su gran tamafio,
morfologia y al corte delgado. En campo claro se observaron claramente densos paquetes
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de cristales aciculares contrastantes con el fondo y con el tejido tefiido. Bajo luz polarizada,
los cristales fueron altamente birrefringentes lo que permitié visualizar su morfologia,
longitud, ubicacion, disposicion en el idioblastos y en el tejido. Los rafidios contrastaron en
la observacion en contraste de fases. En CDI los rafidios se observaron en tono café y gris,
con contraste en los fondos amarillo y azul, en los fondos purpura y dorado contrastaban en
menor grado, se apreciaban birrefringentes y con relieve de los cristales aciculares de los
rafidios que permitié ver su longitud y extremos. En la observaciobn MEB, se hallaron
rafidios como paquetes de miles de cristales aciculares finos y alargados con extremos
puntiagudos, dentro del idioblasto (Figura 26-H).

Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 27) bajo MF se observaron rafidios como haces de cristales
aciculares seccionados trasversalmente, los idioblastos se hallaron en el parénquima del
cortex; fueron facilmente observados ya que el corte era delgado. En campo claro se
observaron idioblastos esféricos con alta densidad de rafidios. Bajo luz polarizada, los
cristales fueron altamente birrefringentes y se pudieron observar los cristales aciculares de
los rafidios. La observacion de cristales en contraste de fases fue pobre, los rafidio en
paquete no contrastaban con el tejido, s6lo algunos de ellos solitarios. En CDI los rafidios
se observaron en tono gris y marrén en todos los fondos de interferencia, con buen
contraste, relieve de los cristales aciculares y ligera birrefringencia. En la observacion al
MEB se observaron rafidios como paquetes de cristales aciculares finos, de tres o cuatro
lados en seccidn trasversal y extremos puntiagudos, incrustados en un tejido compactado y

rasgado en el que no se distinguian los idioblastos ni su localizacion en el tejido.
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Figura 26. Secciones transversales de la ldmina foliar de Bougainvillea spectabilis, presencia de idioblastos
con rafidios en el parénquima en empalizada y parénquima esponjoso del meséfilo. MF (A-G), MEB (H-I).
(A) Rafidios en campo claro; (B) Rafidios en contraste de fases; (C) Rafidios birrefringentes bajo luz
polarizada; (D-G) Rafidios en CDI, en D, E con un tono marrén cuando se encuentran en haces, los cristales
solitarios en tono purpura (D) y verde (E), en F, G rafidios birrefringentes, en haces con un tono gris, y los
cristales solitarios en tono azul; en todos los fondos contrastantes y con relieve. MEB (H-1) Rafidios como
haces de cristales aciculares finos con extremos puntiagudos dentro del idioblasto. (cu-cuticula). Escala A-G
40pm.
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Figura 27. Secciones transversales del peciolo de Bougainvillea spectabilis presencia de idioblastos con
rafidios en el parénquima del cortex. MF (A-G), MEB (H-1). (A) Rafidios en campo claro; (B) Rafidios poco
visibles en contraste de fases; (C) Rafidios birrefringentes en luz polarizada; (D-G) Rafidios en CDI, en todos
los fondos presentan relieve en tono gris y marrén, contrastantes con el fondo y ligeramente birrefringentes.
MEB (H-1) Rafidios separados (H) y en haces (I). Escala A-G 40um.

Brugmansia candida
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 28) bajo MF se hallaron solamente drusas de tamafios similares
con protuberancias puntiagudas distribuidas por todo el mesofilo. Las drusas fueron poco
visibles en campo claro pues todo el tejido contrastaba y las ocultaba. Bajo luz polarizada,
las drusas resaltaron birrefringentes en todo el mesofilo lo que permitié observar su
morfologia, tamafio y ubicacion en el tejido. La observacion en contraste de fases fue mala,

el contraste del tejido ocultaba los cristales por completo. En CDI las drusas se observaron
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en tono azul con contraste en fondo amarillo, purpura y dorado, la observacion de esta
misma en fondo azul oscurecia el cristal torndndolo marron que igualmente contrastaba; en
todos los fondos presentaron una ligera birrefringencia y apariencia de volumen con
respecto a las protuberancias que presentaban. La observacion al MEB fue complicada, el
tejido estaba compactado y se observaron drusas fracturadas de tamafios similares, con
apariencia de esferas con protuberancias angulares que surgian el nicleo de la drusa,
distribuidas en el mesofilo de la hoja, a algunas de ellas aun se les distinguia en el
idioblasto (Figuras 28-1).

Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 29) bajo MF se observaron en el parénquima del cortex
idioblastos con poca arena cristalina de forma piramidal y dispersa, también se hallaron
idioblastos con cristales prismaticos cilindricos pequefios y aislados. Ambos tipos de
cristales fueron claramente visibles en todos los campos de observacién debido a que el
corte era relativamente delgado. En campo claro ambos cristales contrastaron poco debido a
la poca tincion del tejido pero se distinguia la morfologia de cada cristal; Ambos cristales
se observaron birrefringentes en luz polarizada y esto permitio, ubicarlos con facilidad en el
tejido y distinguir su morfologia. Ambos cristales tuvieron poco contrastante en la
observacion en de contraste de fases, eran pequefios y se perdieron en el tejido, ademas el
aire encapsulado en la muestra también los ocultaba; en CDI fueron azules en los fondos,
azul, purpura y dorado, en fondo amarillo las arenas fueron azules y los prismas rosas;
ambos cristales fueron contrastantes y ligeramente birrefringentes en todos los fondos de
interferencia, aunque se perdieron en el fondo amarillo. La observacién al MEB mostro
s6lo acumulaciones de arenas cristalinas con forma piramidal de diferente tamafio en el
tejido compactado del parénquima del cortex. Los prismas cilindricos observados en MF no

se encontraron en MEB.
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Figura 28. Secciones transversales de la lamina foliar de Brugmansia candida, con presencia de drusas en el
meséfilo. MF (A-G), MEB (H-1). (A) Drusas en campo claro, (B) Drusa poco visibles en contraste de fases.
(C) Drusas birrefringentes en luz polarizada. (D-G) Drusas en CDI en el meséfilo de la ldmina, contrastantes,
birrefringentes, con ligero relieve y un poco trasparentes; (D, F, G) drusas con tono azul que contrastan con el
fondo; (E) drusas en tono marrén que contrastan con el fondo, MEB (H-1). Drusa relativamente esférica de
prolongaciones puntiagudas que parecen emerger del nicleo del cristal. Cabezas de fecha indican cristales.
(cu-cuticula, ep-epidermis, esp-parénquima esponjoso, hv-haz vascular, pa-parénquima en empalizada).
Escala A-G 40um.
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Figura 29. Seccion transversal del peciolo de Brugmansia candida, con presencia de arenas de forma
triangular y pequefios prismas, MF (A-G), MEB (H). (A) Arenas y prismas poco contrastantes en campo
claro; (B) Arenas y prismas poco visibles en contraste de fases; (C) Arenas y prismas birrefringentes en luz
polarizada; (D-G) Arenas y prismas en CDI, en E-G ambos cristales ligeramente azules, en D los prismas se
tornaron rosas y las arenas ligeramente azules; en todos los fondos contrastan y son ligeramente
birrefringentes. MEB, (H) Arenas piramidales dentro del idioblasto en el parénquima del cortex colapsado del
peciolo de la hoja. Cabezas de flecha indican cristales. Escala A-G 40um.

Citrus limon
Lamina foliar

En la ldamina foliar (Figura 30) bajo MF se observaron solamente cristales prismaticos de
tamafos similares en idioblastos epidérmicos en ambas caras de la lamina, cada idioblasto
en la epidermis contenia un cristal. En campo claro se observo la morfologia de los cristales
prismaticos romboides. Bajo luz polarizada, los cristales fueron altamente birrefringentes
en ambas epidermis y se distinguia bien su morfologia. En la observacion en contraste de

fase, los cristales se perdieron un poco en el tejido y presentaron halos de luz que interferia
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con la distincion morfoldgica de los cristales. En CDI los prismas se observaron en tono
gris, con contraste y relieve de sus bordes en los cuatro colores de interferencia. En la
observacion al MEB, se observaron cristales prismaticos en ambas epidermis de la l1amina
con formas poliédricas (Figura 30-1) y romboides (Figura 30-H) de tamafios similares, se
observo un cristal por idioblasto y la forma y textura de las caras del cristal.

Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 31) bajo MF se observaron idioblastos con cristales
prismaticos de tamafios similares distribuidos en mayor nimero en la epidermis y en menor
namero en el parénquima del cortex. La Morfologia de los cristales fue claramente visible
en todos los campos de observacion. En campo claro los cristales se observaron con poco
contraste porque el tejido estaba poco tefiido, sin embargo se observo la morfologia del
cristal dentro de su idioblasto. Los cristales fueron birrefringentes en luz polarizada, se
observé su morfologia e incluso se distinguieron varias caras del cristal. En contraste de
fases los cristales fueron poco contrastantes, dificilmente distinguibles del resto del tejido.
En la observacion en CDI fueron ligeramente grises, contrastantes y con apariencia de
volumen en todas los fondos de interferencia, en este sistema de iluminacion se distinguian
los idioblastos, la disposicion de los cristales en el idioblasto y el relieve de sus bordes
angulares. La observacion al MEB mostré prismas de tamafio similar incrustados en el

tejido compactado de epidermis y parénquima del cortex.
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Figura 30. Secciones transversales de la lamina foliar de Citrus limon, presencia de idioblastos con cristales
prismaticos en ambas caras de la lamina. MF (A-G), MEB (H-I). (A) Cristales prismaticos romboides que se
aprecian solo en la cuticula adaxial en campo claro; (B) Cristales prismaticos en contraste de fases donde un
halo de luz interviene con la visualizacién de su aspecto, se aprecian sélo en la cuticula adaxial; (C) Cristales
prismaticos romboides birrefringentes en luz de campo claro que se aprecian en ambas cuticulas; (D-G)
Arenas en CDI en tono gris contrastantes con el fondo. MEB (H) Vista de la cara adaxial de la ldmina, en la
epidermis se hallan idioblastos con cristales prismaticos romboides; (1) Vista de la cara abaxial de la [amina,
en la epidermis se hallan idioblastos con cristales prismaticos poliédricos. Cabezas de flecha indican cristales.
(cu-cuticula, ep-epidemis, esp-parénquima esponjoso, hz-haz vascular, pa-parénquima en empalizada). Escala
A-G 40pm.
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Figura 31. Secciones transversales del peciolo de Citrus limon, presencia de idioblastos con cristales
prismaticos en la epidermis y el cortex. MF (A-G), MEB (H-1). (A) Cristales prismaticos romboides y
poliédricos con poco contraste en campo claro; (B) Cristales prismaticos en contraste de fases con poco
contraste; (C) Cristales prismaticos romboides y poliédricos con alta birrefringencia en luz polarizada, se
aprecia sus orientacion en el tejido; (D-G) Cristales prismaticos romboides y poliédricos en CDI, en tono gris
y contrastantes con el fondo, se aprecia una apariencia de volumen en ellos y la orientacién de los cristales
dentro de los idioblastos. MEB, (H) cristales prismaticos de tamafio similar incrustados en la epidermis y (1)
en el parénquima del cortex. Cabezas de flecha indican cristales. (cu-cuticula, ep-epidemis). Escala A-G
40pm.

Eriobotrya japonica

Lamina

En la ldmina foliar (Figuras 32; 33) bajo MF se hallaron drusas extracelulares y cristales
prismaticos intracelulares de tamafios similares, las drusas tenian protuberancias
puntiagudas y estaban distribuidas en el parénquima esponjoso del mesofilo, los cristales

prismaticos se observaron rectangulares y en idioblastos alineados paralelamente a los
haces vasculares. Ambos cristales fueron claramente visibles en campo claro y se pudo
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identificar su morfologia, tamafio y ubicacion en el tejido. Bajo luz polarizada, ambos
cristales presentaron birrefringencia y se distingui6 un patron de distribucion de los prismas
paralelos a los haces vasculares. La observacion de los cristales en contraste de fases fue
dificil, algunas drusas de gran tamafio contrastaban, pero los cristales prismaticos de menor
tamarfio se perdieron en el tejido. CDI las drusas y los prismaticos se observaron en tono
azul en fondo amarillo y dorado, en fondo azul y purpura ambos cristales fueron
ligeramente grises; tanto drusas como prismaticos mostraron birrefringencia en los fondos
azul, purpura y dorado; en todos los fondos de interferencia ambos cristales contrastaban y
presentaban relieve que permitia ver sus bordes angulares. En la observacion al MEB se
observaron drusas fracturadas con apariencia de prismas aglomerados de bordes angulares,
estos cristales se observaron en un tejido compactado que no permitié discernir si eran
cristales extracelulares o intracelulares; se encontraron pocos cristales prismaticos de

apariencia rectangular.
Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 34) bajo MF se observaron drusas extracelulares y cristales
prismaticos intracelulares de tamafios similares, las drusas tenian protuberancias
puntiagudas y se ubicaban en el parénquima del cortex, los cristales prismaticos se
encontraban en abundancia debajo de la epidermis, ambos cristales fueron claramente
visibles en todos los sistemas de observacion. Ambos cristales fueron contrastantes en
campo claro; birrefringentes en luz polarizada, donde se distinguian las caras de los
cristales prismaticos y las protuberancias de las drusas; eran pobremente contrastantes en
contraste de fases y se perdian en el tejido; en microscopia de CDI fueron ligeramente
marrones y contrastantes en todos los fondos, donde se distinguian con mayor claridad y
relieve las caras y bordes del prisma y las protuberancias de las drusas, el contraste de
ambos cristales fue mejor en los fondos amarillo y azul. La observacion al MEB mostré
drusas extracelulares que aparentaban prismas aglomerados con bordes angulares y
abundantes cristales primaticos intracelulares rectangulares y romboides de tamafio similar

en el parénguima del cortex.
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Figura 32. Secciones transversales de la ldmina foliar de Eriobotrya japonica con presencia de drusas
extracelulares en el parénquima del mesofilo. MF (A-G), MEB (H-I). (A) Drusas en campo claro; (B) drusas
poco visibles en interferencia de fases, (C) drusas altamente birrefringentes en luz polarizada; (D-G) drusas en
CDI, (D, G) drusas azules, (E, F) drusas grises. MEB, (H-1) drusa fragmentada relativamente esférica de
prismas poligonales aglomerados. Escala A-G 40um.
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Figura 33. Secciones transversales de la ldmina foliar de Eriobotrya japonica con presencia de drusas
extracelulares e idioblastos con cristales prismaticos en el parénquima del meséfilo. MF (A-G), MEB (H). (A)
Drusas y prismaticos en campo; (B) drusas y prismaticos birrefringentes en luz polarizada; (C) drusas y
prismaticos en contraste de fases; (D-G) drusas y prismaticos en CDI, ambos cristales en tonos ligeramente
azules (D, G) y grises (E, F). MEB (H) cristales prismaticos rectangulares a la derecha de una drusa

fragmentada. Escala A-G 40pm.
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Figura 34. Secciones transversales del peciolo de Eriobotrya japonica con presencia de drusas extracelulares
en idioblastos con cristales prismaticos en el parénquima del cortex. MF (A-1), MEB (J-O). (A) Drusas y
prismaticos en campo claro; (B) drusas y prismaticos poco visibles en contraste de fases, (C-E) drusas y
prismaticos birrefringentes en luz polarizada; (F-1) drusas y prisméaticos en CDI, (H-1) ambos cristales
muestran ligera birrefringencia. MEB, (J) cristales prisméticos cubicos; (K) drusas extracelulares con
apariencia de prismas aglomerados. Escala A-1 40um.

Lycopersicum esculetum

Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 35) bajo MF se hallaron idioblastos con arenas cristalinas en el
mesofilo de la hoja; estos fueron visibles en campo claro como cUmulos marrones

contrastantes con el fondo. Bajo luz polarizada, las arenas fueron birrefringentes y se
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distinguio la forma triangular de los cristales individuales. La observacion en contraste de
fases provoco confusion al observar los cristales individuales de las arenas pues se
formaban halos de luz no sélo en los cristales aislados, sino también en otras particulas de
la preparacion. En microscopia CDI los cumulos de arenas se observaron marrones en todos
los fondos y los cristales individuales se observaron en tono azul con mayor contraste y
apariencia de volumen en fondo amarillo, purpura y dorado, la observacion de estos
mismos en fondo azul llegd a ser del mismo tono y contrastaba poco, sin embargo los
cristales eran birrefringentes en todos los fondos y se distinguian la forma de los cristales
individuales. La observacion al MEB fue complicada, el tejido estaba compactado, sin
embargo, se observaron agrupaciones de arenas cristalinas con forma piramidal de diferente

tamafio dentro del idioblasto.
Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 36) bajo MF se observd poca arena de forma piramidal,
pocas drusas Yy cristales prismaticos en el parénquima del cortex, los cristales fueron
claramente visibles en todos los campos de observacion debido a que el corte era delgado,
aungue algunas burbujas de aire en la preparacion entorpecian su observacion. En campo
claro las drusas y los cristales prismaticos se observaban claramente y las arenas se perdian
0 eran ocultadas por aire encapsulado de la muestra, se identificaban como cristales
intracelulares; todos los cristales fueron birrefringentes en luz polarizada y asi resaltaba su
morfologia. Todos los cristales fueron poco contrastantes en el sistema contraste de fases
debido a su tamafio y a los artefactos en la preparacion. Las tres morfologias de cristales
fueron ligeramente azules, contrastantes y con ligero relieve en las observaciones en CDI
en fondo amarillo, purpura y dorado, en fondo azul los cristales de tornaron ligeramente
marrones aunque contrastaban de igual manera y sélo se mostroé birrefringencia en el fondo
morado y dorado. La observacion al MEB s6lo mostré cumulos de arenas cristalinas de

forma piramidal de diferente tamafio en un el tejido compactado de parénquima del cortex.
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Figura 35. Seccion transversal de la lamina foliar de Lycopersicum esculetum, idioblastos con arenas
cristalinas en el mesofilo de la hoja. MF (A-G), MEB (H-1). (A) Arena cristalina poco contrastante en campo
claro; (B) Arena cristalina en contraste de fases; (C) Arena cristalina birrefringente en luz polarizada, (D-G)
Arena cristalina en CDI, en todos los fondos contrasta y es birrefringente. MEB, (H-1) Arenas piramidales
dentro del idioblasto en el parénquima del meséfilo de la hoja. Cabezas de flecha indican cristales. Escala A-
G 40um.
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Figura 36. Seccién transversal del peciolo de Lycopersicum esculetum, presencia de drusa, cristal prismatico y
arenas cristalinas en el parénquima del cértex. MF (A-G), MEB (H-I). (A) drusa, cristal prismatico y arenas
cristalinas en campo claro; (B) drusa, cristal prismatico y arenas cristalinas birrefringentes en luz polarizada;
(C) drusa, cristal prismatico y arenas cristalinas en contraste de fases, (E-H) drusa, cristal prismatico y arenas
cristalinas en CDI. MEB, (H-1) Arenas piramidales en el parénquima del cortex del peciolo. Cabezas de flecha
indican cristales. Escala A-G 40pm.

Paphiopedilum insigne
Lamina foliar

En la ldmina foliar (Figura 37) bajo MF se observaron idioblastos con rafidios en el
parénquima del mesofilo, los rafidios se encontraron en seccion trasversal y parecian
cristales cuadrados que permitia observar las caras de los cristales aciculares individuales.
En campo claro se observaron claramente cuatro caras de los cristales individuales de los
rafidios dispuestos en haces. Bajo luz polarizada, los cristales fueron altamente

birrefringentes y resaltaba la forma y tamafio de los cristales aciculares Su observacion en
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contraste de fases permitié observar la forma de los cristales aciculares y ubicados en el
mesoéfilo. En CDI los rafidios se observaron ligeramente grises, con contraste y ligera
birrefringencia en todos los fondos de interferencia. En la observacion al MEB, se
observaron rafidios como paquetes de decenas de cristales aciculares con extremos poco
redondeados, de mas de cuatro caras en seccion trasversal, dentro del idioblastos
distribuidos en el mesdfilo de la hoja.

Raiz

En la raiz (Figura 38) bajo MF se observaron idioblastos con rafidios desordenados y no en
haces, los idioblastos se hallaron en el parénquima del cortex, los cristales aciculares que
conformaban los rafidios tenian extremos puntiagudos. En campo claro la morfologia,
tamafo y ubicacion de los cristales y su disposicion en el idioblasto se observaban
claramente. Bajo luz polarizada, los cristales fueron altamente birrefringentes y se
observaron las mismas caracteristicas de su morfologia que se observaron en campo claro.
En la observacion en contraste de fases contrastaban lo suficiente para ubicarlos. En
microscopia CDI los rafidios se observaron en tono azul en fondo amarillo y dorado, y, en
tono gris en los fondos azul y purpura, presentaron contraste y apariencia de volumen,
ligeramente birrefringentes en los fondos amarillo y azul, relieve del acomodo de los
cristales aciculares y ligera birrefringencia en los fondos purpura y dorado. En la
observacion al MEB, se observaron idioblastos con rafidios como paquetes de centenas de
cristales aciculares con extremos poco redondeados, con lados definidos en seccion

trasversal, distribuidos en el parénquima del cortex.
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Figura 37. Secciones transversales de la lamina foliar de Paphiopedilum insigne, con presencia de idioblastos
con rafidios seccionados trasversalmente en el parénquima del meséfilo. MF (A-G), MEB (H-1). (A) Rafidios
en campo claro; (B) Rafidios en contraste de fases; (C) Rafidios birrefringentes en luz polarizada; (D-G)
Rafidios en CDI, en tono gris en todos los fondos en los cuales contrastan y muestras ligera birrefringencia.
MEB, (H-1) Rafidios como haces de decenas de cristales aciculares con extremos poco redondeados (1),
circulares en seccion trasversal (H). Escala A-G 40um.
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Figura 38. Secciones transversales de raiz de Paphiopedilum insigne con presencia de idioblastos con rafidios
desordenados en el parénquima del cortex. MF (A-G), SEM (H-1). (A) Rafidios en campo claro; (B) Rafidios
en contraste de fases; (C) Rafidios birrefringentes en luz polarizada; (D-G) Rafidios en CDI, contrastan, se
observa relieve de cristales individuales y muestran ligera birrefringencia; en D cristales en tono azul, en E-G
cristales en tono gris. SEM, (H-1) idioblastos con haces de rafidios de extremos ligeramente redondeados. (ep-
epidermis, co-cortex). Escala A-G 40um.

Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 39) bajo MF se observaron pocos idioblastos con rafidios
desordenados, los idioblastos se hallaron distribuidos en el mesofilo de la hoja, los cristales
aciculares que conformaban los rafidios tenian extremos puntiagudos. La morfologia de los
rafidios en campo claro se observaron claramente, al igual que su tamafio y disposicion en
el idioblasto. Bajo luz polarizada, los cristales fueron altamente birrefringentes en todo el
mesofilo de la hoja y su morfologia, tamafio, ubicacion y disposiciones en el idioblasto era

mas evidente. La observacion de los rafidios en contraste de fases fue pobre, contrastaba de
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igual manera con el tejido y los cristales se perdian. En CDI los rafidios se observaron en
tono azul en los fondos amarillo y dorado, grises en fondos azul y parpura y con contraste,
birrefringencia y relieve de sus longitudes y extremos en todos los fondos de interferencia.
En la observacién al MEB se observaron rafidios como paquetes de decenas de cristales
aciculares con extremos puntiagudos, circulares en seccién trasversal, con extremos

puntiagudos dentro del idioblasto, distribuidos en el meséfilo de la hoja.
Raiz

En la raiz (Figura 40) bajo MF se observaron idioblastos con rafidios desordenados y no en
haces, los idioblastos se hallaron en el parénquima del cortex, los cristales aciculares que
conformaban los rafidios tenian extremos puntiagudos. Estos cristales en campo claro se
observaron claramente desordenados y no en haces. Bajo luz polarizada, los cristales fueron
birrefringentes y se distinguia claramente su morfologia, tamafio, extremos y disposicion en
el idioblasto. La observacion de cristales en contraste de fases fue mala, contrastaba de
igual manera con el tejido y se perdian. En CDI los rafidios se observaron azules en fondo
amarillo y dorado, gris en los fondos azul y parpura, con contraste y apariencia de volumen
en todos los fondos, ligeramente birrefringentes en los fondos amarillo y azul, y, altamente
birrefringentes en los fondos purpura y dorado. En la observacion al MEB, se observaron
rafidios como paquetes de cristales aciculares con extremos puntiagudos, circulares en

seccidn trasversal, dispuestos en haces y distribuidos en el cortex de la raiz.
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Figura 39. Secciones transversales de la ldmina foliar de Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’, presencia de
idioblastos con rafidios en el parénquima del meséfilo. MF (A-G), MEB (H-1). (A) Rafidios en campo claro;
(B) Rafidios en contraste de fases; (C) Rafidios birrefringentes en luz polarizada; (D-G) Rafidios en CDI
contrastan y aparentan volumen, en D, G cristales en color azul, en E, F en un tono gris, (D, E) cristales con
ligera birrefringencia, (F, G) cristales con alta birrefringencia. MEB, (H) rafidios desordenados con extremos
puntiagudos dentro del idioblasto. (1) Rafidios fragmentados en seccidn trasversal. Escala A-G 40um.
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Figura 40. Secciones transversales de raiz de Phalaenopsis Sogo Diana ‘Sophie’, con presencia de idioblastos
con rafidios en el parénquima del cértex. MF (A-G), MEB (H). (A) Rafidios en campo claro; (B) Rafidios en
contraste de fases; (C) Rafidios birrefringentes en luz polarizada; (D-G) Rafidios en CDI, contrastan,
muestran relieve los cristales individuales y muestran birrefringencia, en D y G los cristales son ligeramente
azules. MEB, (H) rafidios con extremos puntiagudos. Escala A-G 40um.

Phytolacca rugosa
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figuras 41; 42), bajo MF se observaron idioblastos con rafidios en el
parénquima en empalizada y en el parénquima esponjoso del mesofilo, la orientacion de los
manojos de rafidios en ambos tejidos era diferente, en el parénquima en empalizada se
encontraban perpendiculares a la epidermis (Figura 41) y en el parénquima esponjoso
estaban paralelos a la epidermis (Figura 42); los idioblastos eran grandes células alargadas
con un haz de cristales aciculares, los cristales aciculares de los rafidios eran delgados con

extremos puntiagudos; fueron faciles de visualizar en todos los sistemas de MF debido a su
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gran tamafio, morfologia y a que el corte era delgado. En campo claro se observaron densos
paquetes de cristales aciculares que contrastaban con el fondo y con el tejido tefiido. Bajo
luz polarizada, los rafidios fueron altamente birrefringentes en todo el mesofilo de la hoja,
destacando los extremos. La observacion en contraste de fases permitia distinguir los
cristales del resto del tejido del meséfilo sin halos de luz ni sobras. En CDI los rafidios se
observaron ligeramente birrefringentes en tono pardo, contrastantes en los fondos amarillo
y azul, en los fondos pdrpura y dorado contrastaban en menor grado, pero en todos los
fondos de interferencia se observo relieve en los cristales aciculares que conformaba los
rafidios. En la observacion al MEB se observaron rafidios como haces de miles de cristales
aciculares finos con extremos puntiagudos, algunos se hallaron dentro del idioblasto y con
una membrana fina a su alrededor (Figura 42-H), otros en un tejido compactado que no

permitio localizarlos en el mesofilo.
Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 43) se observaron bajo MF idioblastos con rafidios
desordenados en su interior y no en haces, los idioblastos se hallaron en el parénquima del
cortex, los cristales aciculares que conformaban los rafidios eran delgados con extremos
puntiagudos. En campo claro se observaron idioblastos y rafidios contrastantes en el tejido.
Bajo luz polarizada, los cristales fueron altamente birrefringentes lo que permitié ver la
longitud, extremos y disposicion de estos en el idioblasto. La observacion de cristales en
contraste de fases fue dificil, los cristales contrastaban ligeramente y presentaban un halo
de luz. En CDI los rafidios se observaron con buen contraste y apariencia de volumen en
todos los colores de interferencia, en tono ligeramente azul en los fondos amarillo, purpura
y dorado, y en un tono ligeramente verde en el fondo azul. En la observacion al MEB se
hallaron rafidios como paquetes de cristales aciculares finos con extremos puntiagudos,

incrustados en un tejido demasiado compactado en el que no se distinguieron idioblastos.
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Figura 41. Secciones transversales de la lamina foliar de Phytolacca rugosa, presencia de idioblastos con
rafidios en el parénquima en empalizada del meséfilo. MF (A-G), MEB (H-I). (A) Rafidios en campo claro;
(B) Rafidios en contraste de fases. (C) Rafidios con birrefringencia sobresaliente en sus extremos en luz
polarizada; (D-G) Rafidios en CDI en tono marroén, contrastantes, con relieve los cristales aciculares y ligera
birrefringencia en todos los fondos. MEB (H-1); Rafidios como paquetes de miles de cristales aciculares finos
con extremos puntiagudos. (cu-cuticula, ep-epidemis, esp-parénquima esponjoso, hz-haz vascular, pa-
parénquima en empalizada). Escala A-G 40um.
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Figura 42. Secciones transversales de la lamina foliar de Phytolacca rugosa, presencia de idioblastos con
rafidios en el parénquima esponjoso del meséfilo. MF (A-G), MEB (H). (A) Rafidios en campo claro; (B)
Rafidios con birrefringencia sobresaliente en los extremos en luz polarizada; (c) Rafidios en contraste de
fases; (D-G) Rafidios en CDI en tono marrén, contrastantes con el fondo. MEB (H) Rafidios como paquetes
de miles de cristales aciculares finos con extremos puntiagudos rodeados de un membrana fina dentro del
idioblasto. Escala A-G 40um.
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Figura 43. Secciones transversales del peciolo de Phytolacca rugosa, presencia de idioblastos con rafidios en
el parénquima del cértex. MF (A-G), MEB (H). (A) Rafidios en campo claro; (B) Rafidios en contraste de
fases; (C) Rafidios birrefringentes en luz polarizada; (D-G) Rafidios en CDI, en todos los fondos presentan
relieve, (D, F, G) cristales de tono azul, contrastantes con el fondo y ligeramente birrefringentes, (E) cristales
en tono verde, contrastantes con el fondo. MEB (H) Rafidios en haz de cristales aciculares finos con extremos
puntiagudos. Escala A-G 40um.

Punica granatum
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 44) bajo MF se hallaron abundantes idioblastos con drusas y
cristales primaticos, los prismas del doble de tamafio que las drusas; las drusas tenian
protuberancias redondeadas y los primas tenian aspecto romboide. Ambos cristales estaban
distribuidos a mitad del mesoéfilo, entre el parénquima en empalizada y el parénquima
esponjoso. Ambos cristales fueron claramente visibles en campo claro, su morfologia,
tamafio y ubicacidn se distinguian en el tejido tefiido. Bajo luz polarizada, ambos cristales

fueron birrefringentes, la morfologia, tamafio, ubicacion y bordes de sus formas eran
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caracteristicas visibles. En la observacion en contraste de fases ambos cristales contrastaron
junto con el tejido, sin embargo sobresalen y se pueden identificar sus morfologias. En
todos los fondos de CDI las drusas se observaron en tono marrén, los cristales prismaticos
se tornaron ligeramente grises, en todos los colores de interferencia y ambos cristales
contrastaban, presentaban relieve de sus superficies y birrefringencia. En la observacion al
MEB se hallaron drusas con apariencia de prismas rectangulares aglomerados, prismas

rectangulares con caras planas y concavas.
Peciolo

En el peciolo de la hoja (Figura 45) bajo MF se observaron drusas y prismas intracelulares
de tamanos similares, aunque habia prismas de mayor tamafio; las drusas aparentaban tener
protuberancias puntiagudas y los cristales prismaticos eran romboides, ambos se distribuian
ampliamente por todo el parénquima del cortex y fueron claramente visibles en todos los
campos de observacion. Ambos cristales contrastan en campo claro; fueron birrefringentes
en luz polarizada, en este sistema de iluminacion se distinguian las caras de los cristales
prismaticos y las protuberancias de las drusas. En contraste de fases los cristales
contrastaban y se distinguié su morfologia. Ambos cristales fueron ligeramente grises y
contrastantes en todas las observaciones de CDI donde se distinguian con mayor claridad y
apariencia de volumen las caras del prisma y las protuberancias de las drusas, ademas
mostraron birrefringencia. La observacion al MEB mostro idioblastos con drusas que
aparentan prismas de diferentes tamafios aglomerados en distintas orientaciones e
idioblastos con cristales prismaticos cubicos y romboides de caras planas; ambos

abundantes en el parénguima del cortex.
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Figura 44. Secciones transversales de la lamina foliar de Punica granatum con presencia de drusas y
prismaticos entre el parénquima en empalizada y el parénquima esponjoso del mesofilo. MF (A-L), MEB (M-
0O). (A) Drusas y prismaticos contrastantes en campo claro; (B-C) drusas y cristales prismaticos
birrefringentes en luz polarizada; (D) drusas y prismaticos en contraste de fases. (E-L) drusas y prismaticos en
CDI, drusas en tono marron, prismaticos en tono gris, en todos los fondos de interferencia, ambos cristales
contrastan, presentan relieve y birrefringencia. MEB, (M) pequefia drusa con apariencia de prismas
rectangulares aglomerados, (M-O) cristales prismaticos con caras laterales concavas, en el meséfilo de la
hoja. (esp-parénquima esponjoso, pa-parénquima en empalizada). Escala A-L 40um.
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del peciolo de Punica granatum con
presencia de drusas y prismaticos en
el parénguima del cortex. MF (A-
M), MEB (N-P). (A-B) Drusas y
prismaticos en campo claro; (C)
drusas y prismaticos en contraste de
fases, (D-E) drusas y prismaticos
C— birrefringentes en luz polarizada; (F-
Y M) drusas y prismaticos en CDI,
ambos cristales son ligeramente
grises, contrastan, tiene relieve y
muestran birrefringencia. MEB, (N)
cristal primatico de caras planas, (O-
P) drusas con apariencia de prismas
aglomerados. Escala A-M 40um.
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Tradescantia fluminensis
Lamina foliar

En la lamina foliar (Figura 46; 47) bajo MF se hallaron idioblastos en la epidermis con
cristales prismaticos, drusas, pequefios rafidios y estiloideos, todos ellos de tamafios
diferentes. Se hallaron idioblastos con un solo cristal e idioblastos duplex, estos Gltimos con
combinaciones de rafidios pequefios y drusas, cristales prismaticos y drusas y, cristales
prismaticos y estiloideos. Todos los cristales fueron claramente visibles en campo claro, se
observo su ubicacion en el tejido y en los idioblastos, las drusas se observaron con
protuberancias puntiagudas, los cristales prismaticos se observaron con forma rectangular
(Figura 47-A), los rafidios se observaron desordenados y pequefios, y los estiloideos tenian
la misma longitud que los idioblastos. Bajo luz polarizada, todos los cristales mencionados
eran birrefringentes y su morfologia, ubicacion y tamafio eran mucho mas evidentes. En la
observacion en contraste de fases todos los cristales contrastaron en el tejido delgado. En
microscopia de CDI todos los cristales se observaron de tono gris y azul en fondo purpura,
azul y dorado, en fondo amarillo se tornaron ligeramente azules y verdes; en todos los
fondos de interferencia los cristales contrastaron, presentaron relieve y mostraron
birrefringencia. En la observacion al MEB el tejido de la lamina fue delicado, la mayoria de
los cristales parecian estar fuera de su sitio original ya que no se observaron idioblastos que
los contuvieran; sobre la epidermis de la hoja se hallaron estiloideos y rafidios (Figuras 46-
M, N; 47-1, L). En el mesdéfilo de la hoja se encontraron drusas de protuberancias radiales
con apariencia de prismas aglomerados en forma de punta de canoa que parecian emerger
del nacleo (Figura 46-O; 47-J), también habia cristales prismaticos con extremos
piramidales (Figura 47-K) rafidios pequefios de 20-25 um y rafidios grandes de mas de 100

pum de longitud. No se observaron idioblastos duplex.
Peciolo

En el peciolo envainado de la hoja (Figuras 48) bajo MF se hallaron pocos cristales
prismaticos, rafidios con extremos puntiagudos y escasas arenas en el parénquima. No se
observaron idioblastos duplex. En campo claro todos los cristales mencionados fueron
vistos con dificultad, pues el tejido tenia escasa tincion. Bajo luz polarizada, todos fueron

birrefringentes y se podia observar su morfologia, tamafio y extremos. La observacion en
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contraste de fases fue dificil y los pequefios cristales se perdian en el tejido. En microscopia
CDiI los cristales se observaron en diferentes tonos en cada color de interferencia, las arenas
se observaron ligeramente azules en todos los fondos, los rafidios y cristales primaticos
fueron ligeramente azules en fondo amarillo y dorado, grises en fondo purpura y
ligeramente puarpuras en fondo azul; en todos los colores de interferencia los cristales
contrastaron, tenian ligero relieve y mostraron birrefringencia. En la observacion al MEB se
encontraron cristales prismaticos alargados con extremos piramidales dentro de idioblastos
y rafidios de tres o cuatro lados con extremos puntiagudos. No se observaron arenas ni

idioblastos duplex.
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Figura 46. Seccidn transversal de la lamina foliar de Tradescantia fluminensis, con presencia de idioblastos
epidérmicos duplex rafidios-drusa, drusa-estiliodeo MF (A-L), MEB (M-0O). (A) En campo claro drusas,
estiloideo y rafidios pequefios se ven claramente; (B-C) drusas, estiloideo y rafidios pequefios birrefringentes
en luz polarizada; (D) drusas, estiloideo y rafidios pequefios contrastan en interferencia de fases; (E-L)
drusas, estiloideo y rafidios pequefios en CDI. MEB, (N, O) drusas con apariencia de cristales aglomerados en
forma de punta de canoa, (M) rafidios desordenados en la epidermis y (N) en el mesofilo. Cabezas de flecha
indican cristales. (cu-cuticula, ep-epidermis). Escala A-L 40um.
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Figura 47. Seccion transversal de la lamina de Tradescantia fluminensis, con presencia de idioblastos
epidérmicos con un solo cristal y duplex drusa-prisma y prisma-estiloideo. MF (A-L), MEB (M-O). (A) En
campo claro las drusas, cristales prismaticos y estiloideos se ven claramente; (B) en contraste de fases las
drusas, cristales prismaticos y estiloideos contrastan; (C-D) drusas, cristales prisméticos y estiloideos
birrefringentes en luz polarizada, (E-H) drusas, cristales prisméticos y estiloideos en CDI, contrastan en tono
azul, presentan birrefringentes. MEB, (J, K) drusas con apariencia de prismas aglomerados en forma de punta
de canoa; (K) cristal prisméatico con extremos piramidales; (1) estiloideos con extremos puntiagudos en la
epidermis de la hoja, (J, K, L) y en el mesdfilo; (L) rafidios grandes dentro de su idioblasto y pequefios en el
parénquima del mesofilo de la hoja. Cabezas de flechas indican cristales (cu-cuticula, ep-epidemis). Escala A-
H 40um.
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Figura 48. Seccion transversal del peciolo envainado de Tradescantia fluminensis, con presencia de cristales
prismaticos, estiloideos y arenas. MF (A-L), MEB (M-O). (A) En campo claro, prismaticos, estiloideos y
arenas se distinguen dificilmente; (B, C) arenas, prismaticos y estiloideos birrefringentes en luz polarizada;
(D) en contraste de fases, prismaticos, estiloideos y arenas son pobremente contrastantes, se pierden en el
tejido; (E-L) en CDI, arenas ligeramente azules en todos los fondos, (E,F, K, L) rafidios y prismaticos
ligeramente azules, (I, J) rafidios y prisméticos grises, (G,H) rafidios y prismaticos ligeramente purpuras,
todos los cristales contrastan, tienen poco relieve y son birrefringentes. MEB, (M) rafidios desordenados
sobre el mesofilo, (N-O) cristal prismatico con extremos piramidales. Cabezas de flecha indican cristales. (cu-
cuticula). Escala A-L 40pm.
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