TECNICAS )= ANALISIS DE IMAGEN SOBRE
LA ANATOMIA DE LA MADERA, APLICADA A
ESTUDIOS DENDROCRONOLOGICOS

I ——

Vicenta Constante Garcia
José Villanueva Diaz

Erika Nava Reyna

Aldo Rafael Martinez Sifuentes

Instituto Nacional de Investigaciones

Forestales, Agricolas y Pecuarias

Av. Progreso no. 5, Barrio de Santa Catarina
Alcaldia Coyoacan, C.P. 04010, Ciudad de México.
Centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en
Relacion Agua Suelo Planta Atmésfera

Gomez Palacio, Durango, México

Folleto Técnico No. 52, diciembre 2021

ISBN: 978-607-37-1370-2

Registro de Derecho de Autor: 2021

s s 1 i
ey



DIRECTORIO INSTITUCIONAL
SECRETARIA DE AGRICULTURA Y DESARROLLO RURAL
Dr. Victor Manuel Villalobos Arambula

Secretario

Ing. Victor Suarez Carrera
Subsecretario de Alimentacion y Competitividad

Dr. Salvador Fernandez Rivera
Coordinador General de Desarrollo Rural

Lic. Ignacio Ovalle Fernandez
Director General de Seguridad Alimentaria Mexicana

INSTITUTO NACIONAL DE INVESTIGACIONES FORESTALES,
AGRICOLAS Y PECUARIAS

Dr. Luis Angel Rodriguez del Bosque
Encargado del Despacho de los Asuntos Correspondientes a la Direcciéon
General del INIFAP

Dr. Alfredo Zamarripa Colmenero
Coordinador de Investigacion, Innovacion y Vinculacion

Dr. Luis Ortega Reyes
Coordinador de Planeacion y Desarrollo

Lic. José Humberto Corona Mercado
Coordinador de Administracion y Sistemas

Dr. Schiaffini Barranco Dante
Titular de la Direccion General Adjunta de la Unidad Juridica
CENTRO NACIONAL DE INVESTIGACION DISCIPLINARIA EN RELACION
AGUA-SUELO-PLANTA-ATMOSFERA

Dr. Juan Estrada Avalos
Director del CENID



Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias

Progreso No. 5
Barrio de Santa Catarina
Delegacién Coyoacan
C.P. 04010, México, D.F.
Teléfono (55) 3871 — 8700

ISBN: 978-607-37-1370-2

Primera edicién 2021

No esta permitida la reproduccion total de esta publicacion, ni
la trasmision de ninguna forma o por cualquier medio, ya sea
electrénico, mecanico, fotocopia u otros métodos, sin el
permiso previo y por escrito de la institucion.



TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN SOBRE LA
ANATOMIA DE LA MADERA, APLICADA A
ESTUDIOS DENDROCRONOLOGICOS

Vicenta Constante Garcia
José Villanueva Diaz
Erika Nava Reyna
Aldo Rafael Martinez Sifuentes



Contenido

INTRODUCCION .......ooiiieeiieeeeeeeeeee et enean 1
TECNICAS ANATOMICAS EMPLEADAS EN ESTUDIOS
DENDROCRONOLOGICOS .......cooeieeeeieecteecteeeeeve e 3
1. Colecta de MUESTIIAS ....ccciviiiee it 3
2. Parametros anatdmicos sobre el plano transversal de
angiospermas y gimnospermas lefiosas ......ccccccccveccvvvieenneennn. 6
2.1 Parametros anatémicos del anillo anual en gimnospermas
[EAIOSAS . vveee ittt 6
2.2 Parametros anatémicos del anillo anual de angiospermas
[EAIOSAS . vveee ittt 8
3. Temporalidad de secciones y criterios
dendroCroNOlOQICOS ...cooiuiiiieiiiiie e 11
3.1 Visualizacion, sincronicidad y fechado de crecimientos
ANUAIES ... 12
3.2 Criterios estadisticos dendrocronol6gicos .............c......... 13
4. Obtenciéon de imagenes macro y microscoépicas ............. 14
4.1 Obtencién de micro-diapositivas ......cccccceeevviivvveeneeennn. 15
4.1.1  Ablandamiento de las muestras .......c.ccccceveveriennene 16
4.1.2  Cortes histoldgiCOS .......cccecvevveveieiieiceeeeeseie s 17
4.1.3  Tincion en cortes histol0giCoSs..........cccevevevieveriennens 19
41.4 Deshidratacion de l10S COres.........ccooeveevrenieeenennnn. 20
4.1.5 Montado de COMeS.......coeerieiereninene e 21
4.1.6  Secado de COMES....ccviiverieieiere et 22
4.2 Preparacién de imagenes compuestas o micro-
diapoSItivas ...coooeeeeeeee 22
4.2.1 Equipo y toma de imAgenes........ccoceevvvveevereerenieneens 23
4.2.2 Parametros OPtiCOS ......coevveveievieiecieeceeeeiecesie i 24
4.2.3 Sistema de iluminacion...........cccceeevvereenenecesennenes 24
4.2.4 Toma de imagenes en el microscopio ..........cc....... 24
4.2.5 Superposicion de iMAgeNEs ........cccceeeeeeveviesresrenneas 25
4.2.6 Composicidn de IMAJENES .......ccccvvveereeeeeerierinneens 26
4.2.6.1. Carga de iMAgeNEsS ......cccccevvrvvveerveeeeeriese e 27
4.2.6.2. Configuracion de panorama ........c.cceceevvevverrerennne. 27
4.2.6.3.  Crear PaN0ramMa .......cccceeceeveereeneeneeneesesseesseenaees 30
4.2.7. CalibraCion ........cccoceiieieeeieeeeeee e 31
5. Preparacién de muestras para andlisis de imagen en
SECCIONES traNSVErSAlES ..uuuvvieeeieiciiiieee e 33

5.1 Preparacion de muestras en secciones transversales 34
5.2  Creacién de imagenes compuestas en secciones
TrANSVEISAIES ....vviiie et 35



6. Cuantificacion de imagenes utilizando rodajas y

crecimientos anuales obtenidos con barrena.........ccccco....... 36

7. Estudios de Caso ......cooeeviiiiiiiii 41
7.1 Estudio a nivel microscépico. Porcentaje de vasos en
madera temprana y tardia €n encino .........c.cccoeecvvieeeeeeeiiinns 41

7.2 Estudio a nivel macroscopico. Analisis de imagen sobre
los crecimientos anuales de mezquite como soporte a planes

de manejo forestal..........occvvveiiiiiiii e 43
CONSIDERACIONES GENERALES........ccooiiieeecc e 46
AGRADECIMIENTOS ...ttt 47

LITERATURA CITADA ... 48






TECNICAS DE ANALISIS DE IMAGEN SOBRE LA
ANATOMIA DE LA MADERA, APLICADA A
ESTUDIOS DENDROCRONOLOGICOS

Vicenta Constante Garcia
José Villanueva Diaz

Erika Nava Reyna

Aldo Rafael Martinez Sifuentes

INTRODUCCION

Uno de los eventos bioldgicos mas importantes en la
historia de la vida de la tierra es sin duda la colonizacion
de las plantas terrestres (Raven y Edwards, 2001). Su
gran travesia a lo largo de las diferentes eras geoldgicas
las ha llevado a pasar de un sistema que les permitia
regular el contenido hidrico y prevenir la deshidratacion,
hasta un sistema vascular con presencia de estomas,
raices y otros tejidos para obtener agua (Raven y
Edwards, 2001; Sperry, 2003). Este cambio, consistié en
pasar de un soporte hidrostatico a un soporte basado en
la lignificacion de la pared celular, acompafiado por la
evolucion del tejido esclerenquimatico que rodea el
sistema vascular (Sperry, 2003; Raven, 1977). Estas
caracteristicas, les permiti6 desarrollar una alta
capacidad fotosintética, que se tradujo en un mayor
potencial vegetativo y reproductor (Brodribb et al., 2005;
Brodribb et al., 2012).

Asi, el tejido que hoy se conoce como xilema, es el
resultado de un cimulo de ajustes evolutivos impresos
en cada adaptacion a lo largo del ciclo de vida de las
especies (Chave et al., 2009; Poorter et al., 2010). Por

lo que el estudio de la anatomia en respuesta a cambios
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a través del tiempo constituye un area de oportunidad
para entender la evolucion de las diversas especies
arboreas hasta llegar a su estado actual. No obstante,
las caracteristicas anatomicas del xilema son
numerosas con detalles pequefios de gran finura (IAWA,
1989; IAWA, 2004), que requieren de un procesamiento
cuidadoso al momento de cuantificar los rasgos
anatomicos (Arbellay et al., 2012; Scholz et al., 2013;
von Arx et al., 2015).

Hoy en dia, el analisis de imagenes ejecutado mediante
softwares especializados en anatomia de la madera es
fundamental para generar bases de datos de
componentes anatémicos de diversas especies
vegetales. Estos avances permiten asociar las
caracteristicas de la anatomia de la madera a factores
bidticos y abidticos que impactan a las especies
estudiadas, algunos ejemplos de estos estudios son: las
interacciones clima-crecimiento (Olano et al., 2013;
Castagneri et al., 2015; Rita et al., 2015), las respuestas
al estrés de las plantas (Fonti et al., 2012) y las funciones
intrinsecas (Petit et al., 2011; Olson et al., 2014; Guet et
al., 2015), entre otras relaciones. Desde esta
perspectiva, no es sorprendente que el andlisis
cuantitativo de las caracteristicas anatomicas del xilema
se haya convertido en un campo prometedor de la
dendrocronologia, tomando en cuenta que éstas
representan un archivo natural que ofrece informacién
con una alta resolucion intra-anual (Fonti et al., 2010).

No obstante, las investigaciones que consideran este
tipo de analisis se han visto afectadas por las
limitaciones metodolbgicas y los procedimientos de
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recopilacion de datos, que requieren largos periodos de
tiempo para su obtencion (von Arx y Carrer, 2014).
Ademas, las metodologias clasicas no toman en cuenta
el tiempo en el que fueron creados estos rasgos
anatémicos, dejando de lado informacién relevante que
muestra la respuesta de las plantas lefiosas al ambiente,
y ante un clima cada vez mas desafiante para los
ecosistemas terrestres.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo es
mostrara las técnicas de analisis de imagen para
aumentar la eficiencia en los andlisis anatomicos
temporales, en donde las imagenes a gran resolucion
son un insumo fiable para los softwares de cuantificacion
anatomica.

TECNICAS ANATOMICAS EMPLEADAS EN
ESTUDIOS DENDROCRONOLOGICOS

En general, la toma de muestras depende del objetivo
de la investigacion. Este apartado se basa en la
obtencibn de muestras en angiospermas Yy
gimnospermas lefiosas, enfocandose sobre el plano
transversal, un aspecto importante para el analisis de
estudios temporales y flujo de agua. Para ello, se toma
en cuenta la obtencion de incrementos radiales con
taladro y secciones transversales con motosierra.

1. Colecta de muestras

En estudios anatdmicos enfocados al analisis de las
estructuras a través del tiempo, el procedimiento de
obtencién de muestras es practicamente similar al
muestreo con fines dendrocronoldgicos (Villanueva-Diaz
et al., 2009; Natalini y Alejano, 2017). No obstante, es
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importante tomar medidas especificas para obtener
mejores resultados.

Para la obtencién de incrementos anuales en especies
arboreas con un taladro de Pressler, el muestreo se
realiza perpendicular al eje de crecimiento del tallo,
tronco o fuste principal. En coniferas, se recomienda el
uso de taladros con un diametro interno de 10 a 12 mm,
con el cual, se obtiene una mayor cantidad de madera
con fines de analisis anatomicos. Para la obtencion de
muestras se sugiere el uso de barrenas debidamente
afiladas que realicen un corte perfecto durante su
insercion para la obtencién de los incrementos, ya que
de otra manera pueden ocasionar nucleos comprimidos
que producen grietas microscopicas dentro de la
estructura de los anillos anuales que inciden con
frecuencia a lo largo del area mas débil, esto es, los
limites de los anillos y/o los rayos. Como resultado de lo
anterior, las secciones que se obtienen de estos
incrementos se fraccionan haciendo dificil obtener una
seccion continua, que puede ser perjudicial en la
obtencion de informacion (Gartner y Schweingruber,
2013).

En estudios especificos sobre el cambium vascular se
utilizan inclusive herramientas especializadas para
captar el crecimiento de esta seccién (Figura 1a). El uso
de barrenas con diametros mayores a 5 mm en especies
de hojosas (angiospermas) (Figura 1b) no es
recomendable debido a la dureza de la madera, que
puede dafar el taladro y hasta provocar su rompimiento;
por lo anterior, en estas especies se recomienda obtener
secciones transversales con motosierra, ya sea de
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arboles vivos, muertos o de tocones de
aprovechamientos previos (Figura 1c). Al terminar el
corte con motosierra se realiza un etiquetado sobre la
rodaja para su identificacion y se recubre con hule
delgado para su proteccion, con el fin de mantener las
secciones integras en el transporte al laboratorio.

Posterior al muestreo de campo con taladro en especies
de gimnospermas, los nucleos de crecimiento se
incrustan en molduras de madera para fijar la muestra y
facilitar su manejo. Finalmente, los datos de cada
incremento se registran en la moldura para su
identificacion (Villanueva-Diaz et al., 2009; Natalini y
Alejano, 2017).

Figura 1. Obtencién de muestras con diferentes herramientas. a)
uso de un Trephor comiUnmente empleado en estudios de
xilogénesis, b) empleo de taladro de Pressler, c) utilizacién de
motosierra para la obtencién de rodajas. Fuente: realizacion propia.

En el caso de que las muestras sean utilizadas para
analisis quimicos, is6topos o de densidad, se
recomienda fijar los cilindros de madera en conductos de

5



cables abiertos 0 en una placa o lamina corrugada de
una sola cara (Gartner y Schweingruber, 2013).

2. Parametros anatémicos sobre el plano
transversal de angiospermas y gimnospermas
leflosas

Los estudios dendrocronoldgicos se han desarrollado de
manera particular en especies de coniferas presentes en
regiones templadas y frias. En este tipo de clima, las
especies muestran estacionalidad, lo que favorece la
formacién de madera homogénea con anillos anuales
bien definidos y de fécil identificacion, lo cual es menos
frecuente en especies de angiospermas lefiosas cuya
estructura anatomica es mas compleja (Fritts, 1976;
Cuny et al., 2014). Este apartado tiene la finalidad de
mostrar los rasgos anatémicos principales, la medicién
bésica sobre el plano transversal y mencionar algunas
variables a obtener a partir de las mediciones basicas.

2.1 Parametros anatomicos del anillo anual en
gimnospermas lefiosas

El anillo anual de las gimnospermas se compone de dos
bandas perfectamente diferenciadas; una formada en
primavera (madera temprana), que se caracteriza por la
presencia de traqueidas con paredes celulares delgadas
y didmetros grandes (Zobel y Van Buijtenen, 1983); la
otra banda (madera tardia) se forma durante el verano y
se caracteriza por la presencia de tragueidas con
paredes celulares gruesas y diametros pequefios
(lignificadas). La transicion entre ambas bandas puede
ser gradual o abrupta, y constituyen parte del xilema
secundario (Parham y Gray, 1984; Cuny et al., 2014).



Independientemente de lo anterior, para un analisis
dendrocronolégico con un enfoque intra-anual existe
una serie de caracteristicas a medir que se muestran en
la Figura 2.

Sector del anillo

=
o
o
=
o

B Dikmetro MTr = Madera tardia

APC= Area de la pared celular
{ {L Diametro de G‘ AL= Area del lumen

lumen ; ; :
GPC =Grosor de la pared celular :E;al;lumero de traqueias or archivo

Anatomia de la célula
Diametro tangencial

celular

I
-

—

Figura 2. Corte transversal del anillo anual de una gimnosperma y
variables anatémicas medibles (Fonti et al., 2013).

Los pardmetros a medir en el anillo anual son una fuente
de informacion en los analisis de la variabilidad climatica
intra-anual (Pacheco et al., 2016) u otros fenébmenos
internos del arbol.

De manera que, a través de los rasgos anatémicos,
ubicados en el plano transversal (Figura 3), tales
variables como el diametro del lumen, grosor de la pared
celular, numero de traqueidas, entre otras
caracteristicas, se puede llegar a entender procesos
fisiologicos mas complejos dentro de la planta
(Castagneri et al., 2015).



¢ Qué medir en
gimnospermas?
Tamano del lumen celular
Grosor de la pared celular
Posicion de la célula

¢ Qué calcular?
Parametros hidraulicos
Fuerza mecanica
Densidad de la madera
Madera temprana y tardia

Figura 3. Planos de cortes en gimnospermas. Variables a medir y
determinaciones que se pueden generar a partir mediciones
basicas (von Arx et al., 2017).

El presente documento hace énfasis en el plano
transversal; sin embargo, en el plano radial y tangencial
existen otras variables de interés que pueden ser
exploradas utilizando analisis de imagen.

2.2 Parametros anatémicos del anillo anual de
angiospermas lefiosas

Los estudios dendrocronolégicos en angiospermas
lefiosas fueron desarrollados en las uUltimas décadas con
el objetivo de entender el comportamiento de los anillos
anuales en el tiempo, particularmente en las regiones
subtropicales (Stahle et al., 1999; Worbes et al., 2003;
Therrell et al., 2007).

Dentro del grupo de las angiospermas lefiosas, los
anillos de crecimiento anual se diferencian por la
presencia de vasos 0 poros; no obstante, también
existen diferencias marcadas dentro del parénquima
axial, tipo de fibras, fibrotraqueidas, tamario del lumeny
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engrosamiento de la pared celular de los elementos
lefiosos (Carlquist, 1988).

De acuerdo con Gonzélez y Eckstein (2003), el limite
entre la madera temprana y tardia en las angiospermas
se distingue por el tamafo del vaso; es decir, se
considera como madera temprana la porcion del anillo
compuesta exclusivamente por vasos grandes que
forman una banda continua. Por otra parte, la madera
tardia, presenta vasos con una distribucion definida,
donde los vasos generalmente presentan menor tamafio
(Gonzélez y Eckstein, 2003; Pérez-Olvera y Davalos-
Sotelo, 2008) (Figura 4).

En contraste a las gimnospermas, en el grupo de
angiospermas existe un gran numero de parametros a
medir, dado que exhiben una gran diversidad de rasgos
anatémicos (Carlquist, 1988; Crivellaro y
Schweingruber, 2015) (Figura 4).

Figura 4. Parametros anatomicos cuantitativos en cada anillo de
crecimiento anual de las angiospermas lefiosas. AT: Anillo total,
MTm: Madera temprana, MTr: Madera tardia, Tdim: Dimension
tangencial del vaso de la MTm, Rdim: Dimension radial del vaso de
la MTm (Gri¢ar et al., 2013).



Los parametros béasicos a medir en la seccidon
transversal son: el nimero de vasos por um?, el area de
los mismos (um?), el area conductiva de vasos en la
madera temprana (% seccional ocupado por los vasos)
y la densidad de vasos o numero de vasos en la madera
temprana o tardia por milimetro cuadrado (n°/mm?)
(Gricar et al., 2013). Estos parametros se asocian con
las estrategias del ciclo de vida de las especies arboreas
(Poorter et al., 2010), o bien, con la resistencia del
xilema a la cavitacion dentro de una poblacion arborea
(Guet et al., 2015); de esta manera, algunas de estas
caracteristicas basicas son utilizadas para calcular otros
parametros (Figura 5).

¢ Qué medir en
angiospermas?

Tamario del lumen celular
Grosor de la pared celular
Posicion de la célula
Agrupacion de células

Numero de conductos/densidad

¢Qué calcular?
Parametros hidraulicos
Fuerza mecanica
Densidad de la madera
Madera temprana y tardia

Figura 5. Planos para cortes anatémicos en la madera de
angiospermas, variables a medir y calcular (von Arx et al., 2017).

Estos mismos rasgos, se pueden estudiar a través del
tiempo y brindar informacion valiosa para una amplia
gama de areas cientificas, tales como paleobotéanica,
ecologia y fisiologia de las plantas (Zimmermann, 1983;
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Fonti et al.,, 2010; Pittermann, 2010; Gasson, 2011;
Choat et al., 2012).

Por otro lado, tanto las traqueidas como los vasos
juegan un papel crucial en el transporte de agua desde
las raices hasta las hojas. Ambos tipos de células
también llamados elementos traquearios o simplemente
conductos, muestran una amplia diversidad anatémica
con respecto a su tamafo, forma, disposicion y
agrupacion (Carlquist, 2001), lo cual es el primer paso
para la descripcion a nivel macroscépica dentro del
plano transversal.

3. Temporalidad de secciones y criterios
dendrocronoldgicos

En trabajos dendrocronoldgicos, la determinacion del
ancho del anillo y sus bandas de crecimiento intra-anual
(madera temprana, madera tardia) se pueden detectar
de manera mas clara con el apoyo de estudios
anatomicos, especialmente cuando la especie de interés
pertenece a las angiospermas, cuya madera es mas
compleja (Figuras 4, 5). Posterior a ello, se debe llevar a
cabo el fechado de los crecimientos con técnicas
dendrocronoldgicas convencionales que permiten definir
con exactitud el afio de su formacion (Fritts, 1976;
Bréker, 2002).

Particularmente en este trabajo, se enfatiza el estudio de
los crecimientos anuales en un plano transversal, en
donde las imagenes previas describen las
caracteristicas anatomicas a medir en especies de
gimnospermas y de angiospermas lefiosas,
respectivamente, tomando en cuenta la temporalidad.
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3.1 Visualizacion, sincronicidad y fechado de
crecimientos anuales

Esta actividad dentro del proceso es crucial, dado que
fundamenta la temporalidad o fechado de cada
crecimiento para analisis anatémicos; es decir, a partir
de las muestras debidamente datadas, se sustentar el
crecimiento de los respectivos cortes anatomicos, los
cuales, se obtendran del conjunto de secciones o
incrementos, que presenten una clara concordancia en
Sus crecimientos para una region o sitio en particular.

El trabajo de preparacién de muestras debe permitir una
visualizacion correcta de las bandas anuales e intra-
anuales (Figura 6).

Corteza

Fin
de segundo anilly

- ~
adery tardj

¥

} Made,

femp,ana

Angiosperma lefiosa Médula Gimnosperma lefiosa

Figura 6. Determinacién de la madera temprana y tardia en
secciones de madera pulida de dos especies: una de angiosperma
(izquierda) y otra de gimnosperma (derecha). Fuente: Realizacion
propia.

En angiospermas, las identificaciones de las bandas
intra-anuales marcan la pauta para identificar el
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crecimiento anual y detectar patrones de crecimiento
para un datado correcto de la madera.

Este patrén de crecimiento es Unico para cada sitio de
muestreo y funciona como una especie de cddigo Unico
e irrepetible. Aunque existen aflos muy caracteristicos
(secos = anillo pequefio, hiumedos = anillo grande)
dentro de una regién, las muestras del sito dictan la
peculiaridad para cada lugar.

3.2 Criterios estadisticos dendrocronolégicos

Los estudios anatomicos microscopicos (tragueidas,
fibras, poros etc.) referenciados en el tiempo, deben de
ser respaldados por un gran numero de muestras, para
cumplir con los criterios estadisticos de una adecuada
réplica en el numero de series de tiempo (Figura 7).

1900 1920 1940 1960 1980 2000

_|1R12aP
f 1R558P
"3BOEA45A
CTLO2X
\/1« 1R23AP
Y1R138P
A 4REEEM
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Figura 7. Sincronicidad en los crecimientos anuales de Pinus
pseudostrobus Lindl., en un bosque mixto de coniferas en el estado
de Nuevo Leobn. La cronologia desarrollada cumple con los criterios
estadisticos para el desarrollo de estudios dendrocronol6gicos
(Constante-Garcia, 2016).
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Por otra parte, las cronologias desarrolladas deben
cumplir con criterios estadisticos dendrocronologicos
basicos, tales como: ) sensibilidad media (MS),
estadistico que evalla la variabilidad en el crecimiento
de un afio al otro; Il) coeficiente de autocorrelacion de
primer orden (AR1), el cual estima la influencia del afio
previo en el crecimiento del afio actual; 1ll) correlacion
media entre arboles (Rbt), que mide la sefial climética
comun entre series; V) relacion sefial/ruido (SNR), que
indica la porcién de la sefial climatica presente en la
cronologia con relacién a otros factores de disturbio y
finalmente, V) la sefal expresada de la poblacion (EPS),
en donde un valor de EPS = 0.85 se utiliza a menudo
como un umbral, en el que la cronologia se considera
suficientemente sélida para la reconstruccion climética
(Wigley et al., 1984).

El cumplimiento de los criterios anteriores permite
establecer un valor estadistico al fechado exacto de los
crecimientos, asi como la validez estadistica de la serie
temporal, a partir de los cuales se caracterizan los
rasgos anatomicos.

4. Obtencidon de imagenes macro y microscoépicas

Dentro de esta seccion, se ilustran dos grandes
ejemplos: uno a nivel microscopico utilizando cortes
histolégicos y un segundo a nivel macroscopico
empleando secciones transversales o rodajas de
arbolado.

El procedimiento para este objetivo consiste en dos
pasos basicos: 1) obtencion de imagenes, ya sea en
cortes histolégicos, rodajas o virutas, y 2) la elaboracion
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de imagenes compuestas, principal insumo para los
programas de cuantificacion anatomica (Figura 8).
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(von Arx et al., 2016)

Realizacién propia

Figura 8. Proceso de medicion y andlisis de imagen para una rodaja
de arbol: a) fotografias por secciones; b) concatenacion de
imagenes y; c) cuantificacion de las caracteristicas anatomicas.

En este tipo de estudios las imagenes generalmente se
realizan sobre ramas, raices y tallos de diferentes
tamafios. En este apartado se expone paso a paso cada
uno de las fases en la obtencion de las imagenes.

4.1 Obtencién de micro-diapositivas

De acuerdo con Franke y Quenneville (2011), la
realizacion de cortes anatémicos clésicos se obtiene de
cubos de albura vy duramen con dimensiones
generalmente de 2 cm x 2 cm extraidos del plano
transversal, tangencial y radial para su andlisis
respectivo (Pérez-Olvera y Davalos-Sotelo, 2008;
Pacheco et al., 2016).

No obstante, los estudios sobre anatomia de madera
basados en datos temporales, generalmente se realizan
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a través de secciones transversales extraidas del fuste
a 1.30 m de altura sobre el nivel del suelo.

4.1.1 Ablandamiento de las muestras

Las muestras de crecimiento colectadas con taladro de
Pressler para andlisis de imagen, requieren de
subsecciones en forma diagonal. La razén de este
patrén, se basa en que cada corte anatomico representa
una imagen que se unira a la siguiente utilizando rasgos
en comun. El corte en forma diagonal, ayudara a que
ambas imagenes compartan rasgos o caracteristicas
similares (Figuras 9).

a
TR
b HaLH]

Figura 9. a) Patron de corte diagonal: b) patron de corte
recomendado para dar continuidad cronolégica al crecimiento.
Fuente: (von Arx et al., 2017).

El corte se debe de realizar con una segueta para evitar
eliminacion de la superficie para el analisis, como es el
caso de una sierra cuyo grosor de disco resulta
considerablemente grande.

16



Es importante recalcar, que la muestra seleccionada
para el corte histolégico, provenga de muestras datadas

con exactitud al afio de formacion (Figura 10).

[Series
dendrocronolégicas
debidamente datadas
de acuerdo a criterios
estadisticos.

1920 1940 1960 1980 2000
T T =

BQ104A|

BQ13A|

BQ1528|

BQ126A|

BQ104D|

BQ178 Y\ A
A

|Secciones procedentes
de rodajas debidamente
|datadas.

Figura 10. Series que respaldan el fechado del corte histol6gico.
Seccién marcada en rojo sefiala el lugar del corte a realizar. Fuente:
realizacion propia.

Posteriormente, las secciones se suavizan en agua
destilada a punto de ebullicion por dos horas, y a
continuacion, se realizan los cortes anatomicos (Géartner
y Schweingruber, 2013).

El procedimiento en el ablandamiento de los tejidos pude
ser muy similar en algunos trabajos (Pacheco et al.,
2016; Prendin et al., 2020). Sin embargo, se recomienda
para la especie de interés, aplicar el procedimiento mas
adecuado acorde a la facilidad y calidad del corte
obtenido en cada metodologia aplicada.

4.1.2 Cortes histolégicos

De acuerdo con Gartner y Schweingruber (2013), en los

cortes anatdbmicos se pueden realizar inspecciones
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microscopicas con un grosor de corte minimo de 10 a 20
micras y hasta un grosor maximo de 60 pm. En
gimnospermas algunos trabajos utilizan cortes de 8 a 20
pm (Lenz et al., 2013; Olano et al., 2014; Pacheco et al.,
2016; Martin-Benito et al., 2017); mientras que las
angiospermas muestran un rango entre 8 a 25 um (Fonti
et al., 2012; Gonzalez-Gonzalez et al., 2013; Gricar et
al., 2013; Prendin et al., 2020). Lo anterior no es una
regla, en ambos grupos se busca obtener un corte lo
mas fino posible.

Es importante sefialar que, en un corte de mayor
espesor, se dificulta la medicién de ciertos rasgos del
tejido que requieren de mas definicion visual. Por lo
anterior, la exploracion con diferentes tipos de corte es
recomendable, ya que la densidad de la madera
(relacién entre madera y volumen) varia de una especie
a otra.

La realizacion de cortes anatomicos se debe realizar
utilizando un micrétomo (Figura 11) evitando fisuras. Los
cortes deben ser limpios, lo suficientemente delgados
para mostrar con claridad los rasgos de las células, sin
llegar al grado de fraccionar la estructura del tejido
debido a cortes demasiado delgados.

Fuente: Von Arx et al., 2016

Fuente: realizacién propia

Figura 11. Grosor de corte y definicion visual de las células.
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Una vez realizado el corte, y para evitar el quiebre por
falta de humedad, éstos deben de ser cubiertos con
gotas de glicerol (glicerol, CAS 56-81-5) (33 % = una
parte de glicerol concentrado y dos partes de agua), el
cual debe ser retirado con agua destilada para continuar
la rutina de tincion.

Dentro de este apartado, se recomienda que las navajas
sean sustituidas continuamente, dado que se requiere
una buena calidad en el corte.

4.1.3 Tincidn en cortes histoldgicos

Después de realizado el corte, se procede a efectuar un
manchado o tincién del corte con el fin de distinguir las
estructuras lignificadas, de aquellas no lignificadas
(Gartner y Schweingruber, 2013).

Para esta rutina, se emplea Unicamente la safranina y el
Astra Blue (Basic Blue 140, CAS 82864-57-1). El
proceso de tincion se inicia con la preparacion de
safranina (1 g de polvo de safranina + 100 ml de agua
destilada), y Astra Blue (0.5 g de polvo de color azul
Astra + 2 ml de acido acético (CAS 64-19-7) concentrado
+ 100 ml de agua destilada).

Posterior a la aplicacion del tinte, se deja reposar por lo
menos 5 minutos y finalmente se lava con agua destilada
utilizando una piseta para eliminar el exceso de tinte
(Gartner y Schweingruber, 2013) (Figura 12).
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Figura 12. Tincion de la muestra con los tintes vegetales Astral Blue
y safranina. Fuente: realizacién propia.

Cabe mencionar que el tono del corte anatdbmico puede
controlarse a traves del tiempo de exposicién de la
safranina, ya que un menor tiempo al recomendado (5
minutos) se obtendran tonos mas claros.

4.1.4 Deshidrataciéon de los cortes

Este proceso consiste en lavar los cortes con etanol
diluido de forma gradual. Esta seccion debe durar de 2
a 3 minutos posterior a la tincion (Gartner y
Schweingruber, 2013) (Figura 13).

Etanol 75 % Etanol 96 % Etanol 100 % 3 '

o
Cortes anatomicos
en portaobjetos

LI

v
\ - - N
/ R

Figura 13. Proceso de deshidratacion, lavado con xilol y montaje
sobre portaobjetos. Fuente: realizacion propia.
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Al finalizar la deshidratacion con etanol, los cortes son
lavados en xilol (xileno, CAS 106-42-3); si al enjugar el
corte se torna lechoso (blanquecino), se debe repetir el
proceso de deshidratacion, ya que esto indica que no
esta suficientemente deshidratado.

La aplicacion del xilol permite que las células se vuelvan
transparentes, contribuyendo a una mejor nitidez al
momento de realizar el analisis.

4.1.5 Montado de cortes

Como siguiente paso, se cubre el corte histolégico con
una gota de balsamo de Canad& al 100 % y sobre el
mismo, se coloca un vidrio protector o cubreobjetos,
procurando abarcar el tamafio total del corte o seccién.
Se debe evitar la presencia de burbujas, para lo cual, el
vidrio protector se deja caer suavemente y que por
gravedad se acople al corte. Cada portaobjeto
debidamente montado debe ser aislado con una pelicula
plastica y puesto en una lamina metalica sujetado
herméticamente con un iman (Gartner y Schweingruber,
2013) (Figura 14).

Figura 14. Los cortes se sujetan bajo la presion de un iman sobre
una lamina metélica. Fuente: elaboracién propia.
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En un corte histolégico montado en un portaobjeto de
dimensiones normales (25 x 75 mm) la cantidad de
balsamo es quiza equivalente a una gota derramada por
una jeringa de medida grande. Se debe procurar no
exceder las cantidades de balsamo, debido a que es
dificil el secado de esta resina en el siguiente paso.

4.1.6 Secado de cortes

De acuerdo con Gartner y Schweingruber (2013), los
cortes se colocan en un horno a 60°C durante 12 h.
Posteriormente se dejan enfriar a una temperara de
20°C y finalmente, al retirar las laminillas se limpia el
portaobjeto que contiene el corte utilizando un cuter o
navaja para eliminar el excedente de balsamo. Al
terminar el montado y secado de los cortes histolégicos
se inicia la fase de andlisis visual utilizando el
microscopio.

4.2 Preparacion de iméagenes compuestas o
micro-diapositivas

Al realizar un analisis bajo el microscopio, es comun
realizar un acercamiento para una mejor apreciacion de
los rasgos que se quieren examinar; al efectuar este
acercamiento, el campo de vision disminuye, cubriendo
realmente una superficie muy pequefa. Debido a esto,
las muestras anatomicas a menudo no encajan en un el
marco de imagen capturada, particularmente cuando se
trabaja con muestras que involucran varios afios, como
es el caso de las series dendrocronologicas. Este
problema puede ser resuelto al obtener varias imagenes
superpuestas unidas en una sola imagen. Para lograr lo
anterior, se inicia con la obtencibn de fotografias
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individuales, que posteriormente se concatenan creando
una sola imagen que cubre una mayor superficie para el
analisis. Esta unidn no sdlo aporta una mayor superficie,
sino que, de acuerdo a la configuracion de union se
elimina el ruido 6ptico que influye en la medicién.

4.2.1 Equipo y toma de imagenes

Actualmente existen equipos de microscopia de alta
tecnologia, que incluyen un sistema de toma de imagen;
aungue a nivel microscopica es factible implementar una
camara para microscopio con una resoluciéon minima de
5 megapixeles, utilizando un adaptador adecuado
(Figura 15). La toma de imagenes se realiza empleando
el software de la propia camara, a través del cual, se
selecciona la resolucion (alta o baja), el tipo de formato
(JPG, GIF, etc.) y otras propiedades.

Visualizacién de corte
anatémico en pantalla

Figura 15. Microscépico con un sistema de iluminacién “khdler”,
acoplado a una camara. Fuente: realizacion propia.

La ejecucion correcta del traslape, se puede llevar a
cabo implementando una rejilla que se encuentra en las
herramientas basicas del software “ToupView” o
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cualquier otro programa compatible con la camara
utilizada.

4.2.2 Parametros opticos

En madera de angiospermas, se recomienda que la
toma de imagenes sobre el corte histologico se lleve a
cabo con el objetivo 4x, ya que proporciona una
resolucion de 0.7 a 1.0 pixeles/um, suficientes para
analizar componentes celulares como los vasos o poros,
presentes en el anillo anual. En el caso de estructuras
de menor dimension como las fibras, se recomiendan
utilizar objetivos de mayor resolucion como el de 10x
(von Arx et al., 2016).

4.2.3 Sistema de iluminacion

Una tincion mal realizada, una cantidad de luz incorrecta
(demasiado alta o muy baja), o un balance inadecuado
en el color, provocara un contraste con imagenes
deficientes. Por esta razon, se recomienda el empleo del
sistema de iluminacion “Kohler”. Este sistema
proporciona una homogeneidad de luz sobre el campo
de vision (Benner y Probst, 1994). Por tanto, es
indispensable trabajar con un microscopio que lo tenga
incorporado, el cual no necesita ningun tipo de filtro y el
uso del mismo generalmente es asistido por el
proveedor del equipo microscopico. En caso de no ser
asi, se recomienda consultar la referencia siguiente
(Garcia-Escudero et al., 2017).

4.2.4 Toma de imagenes en el microscopio

En este paso, se procede a tomar imagenes
superpuestas, moviendo sistematicamente la muestra,
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mientras se capturan las imagenes (Figura 16). Para el
caso del corte histolégico derivado del paso anterior
(tincion), se requiere Unicamente del movimiento de la
platina del microscopio para tomar consecutivamente las
imagenes.

Corte

anatémico ~— Visualizacién de corte |
anatémico on pantalla

Imagenes de corte anatémico

doREEAnnnn
ABROOOOODRN |
OROOROnnonn
OORORNOnen
(sl alalalalalalalale

Figura 16. Toma de imagenes de forma consecutiva bajo el
microscopio utilizando el software ToupView. Fuente: realizacion
propia.

En este proceso, es importante tomar una fotografia a
una rejilla graduada con unidades tales como micras,
milimetros o centimetros con la finalidad de llevar a cabo
la conversion a pixeles. La toma de la fotografia, se debe
llevar a cabo bajo los mismos parametros sobre los
cuales se realiza la toma de iméagenes del corte
anatomico, de no ser asi, las medidas seran incorrectas
dando un falso positivo sobre los datos. Este proceso es
llamado “calibracion” y se explica en el punto 4.2.7 a
mayor detalle.

4.2.5 Superposicién de imagenes

Una superposicion o traslape adecuado en la serie
fotografica asegura una cantidad adecuada de
fotografias que favorece el hilvanado de las imagenes.
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En el caso de angiospermas, la superposicion debe de
oscilar en un 20%, mientras que para las gimnospermas
se recomienda entre 30% y 40% (von Arx et al., 2016)
(Figura 17).

Traslape de
imagenes de un

Imagenes tomadas 20aun30%

Figura 17. Traslape en la toma de imagenes consecutivas utilizando
un microscopio con una camara digital. Fuente: realizacion propia.

Es importante recordar en este punto el uso asignado
del tipo de objetivos microscépicos a utilizar, de acuerdo
al grupo al que pertenece, angiospermas o
gimnospermas (visto en la seccion 4.2.2).

4.2.6 Composicion de imagenes

El siguiente apartado pretende familiarizar al interesado
en el manejo del programa PTGui, el cual es
ampliamente utilizado en estudios sobre la medicion de
caracteristicas microscopicas en series temporales (von
Arx y Carrer, 2014; Carrer et al., 2015; Souto, 2015; von
Arx et al., 2015).

Para el mejor uso de la aplicacion se recomienda su
descarga en la pagina oficial “https://www.ptgui.com” en
donde se pueden obtener tutoriales y la version de

prueba para una mejor apreciacion de las ventajas que
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https://www.ptgui.com/

ofrece. A continuacion, se da una breve descripcién de
su funcionamiento.

El software presenta una interfaz practica y su manejo
se basa en tres pasos:

1. Carga de imagenes
2. Configuracion de panorama
3. Creacion de panorama

4.2.6.1. Carga de imagenes

El software demanda en primera instancia cargar las
imagenes a PTGui, desde el almacenamiento hasta el
propio programa para la union de la mismas.

Las imégenes deben de estar ordenadas a través de un
namero dado para que, en automatico se respete el
orden asignado. Una vez en el sistema, el software
detecta las propiedades de la camara (distancia focal,
tipos de lente); no obstante, es necesario verificar los
datos en las celdas correspondientes que arroja el
mismo programa.

4.2.6.2. Configuracion de panorama

Dentro de esta etapa, se permite constituir y editar la
unién del mosaico fotografico (imagen compuesta). La
opcion de “alineacion de imagenes” permite ensamblar
las fotografias de acuerdo a un numero asignado para
cada fotografia, de tal forma, que la union de las mismas
se lleva a cabo por la similitud de rasgos que comparten,
haciendo un efecto en cadena con todas las imagenes
involucradas (Figura 18).
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Cancelar

Figura 18. Proceso para la creacion de un editor visual de la imagen
compuesta, que se ejecuta al presionar la opciéon de “alinear
imagenes”. Fuente: realizacién propia.

Adicionalmente, el programa indica aquellas imagenes
que presentan pocos rasgos en comadn con las
adyacentes, denominadas por el programa como
‘huérfanas”. Este aparatado es sin duda el de mayor
importancia, ya que gracias a esta funcion se permite la
adicibn de puntos de control o de unién entre las
fotografias de forma manual.

La finalidad de este proceso consiste en aumentar el
namero de puntos clave, reforzando las imagenes con
menor cantidad de asociacion entre las mismas. Se
puede decir que el programa ofrece una interfaz
amigable para una manipulacion de forma manual
(Figura 19).
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Laimagen 1 tiene correlacionconla2,3y 4

Figura 19. Rasgos asociados entre imagenes. El recuadro azul
indica la fotografia seleccionada para examinar. Las imagenes
sefialadas con flechas blancas indican aquellas que comparten
rasgos con la imagen seleccionada. Fuente: realizacion propia.

Dentro de la opcion “configuracion del programa”
también se brinda un editor que permite la visualizacion
de todas las imagenes unidas, esto ayuda a visualizar la
porcion cubierta de cada fotografia en la estructura
(corte histoldgico), accediendo a su manipulacion y
definicion del limite (Figura 20).

IR ol AR et

Figura 20. Visualizacion de la serie fotogréfica. La linea amarilla
indica el limite del panorama final. Cada linea roja representa una
porcion de la foto que cubre la superficie del corte. Fuente:
elaboracion propia.
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Al finalizar la rutina se genera una evaluacion,
mostrando un mensaje de “bueno”, “malo” o “regular” de
acuerdo a la asociacion entre los rasgos de una imagen

y otra (Figura 21).

X

El optimizador ha optimizado tu panorama y ha devuelto los siguientes resultados:
Distancia del punto de control promedio: 1.879266
Distancia minima del punto de control: 0.059961

Distancia maxima del punto de control: 8.179958

(medido en pixeles de la imagen de origen)

¢Desea aceptar los cambios realizados por el optimizador?

Aceptar Cancelar

Figura 21. Estadisticas sobre los puntos de control (distancia entre
ellos), asi como una calificacion de la unién en las imagenes.
Fuente: elaboracion propia.

Una mala evaluacién crea un mensaje en automatico
para agregar o quitar puntos de control, y de esta
manera, mejorar la calidad de la unién o cocido de las
imagenes.

4.2.6.3. Crear panorama

En esta Ultima fase, el software brinda algunas
indicaciones sobre las caracteristicas de la imagen
compuesta y define la ruta para guardar el producto final
(Figura 22).
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Figura 22. Imagen compuesta utilizando el programa PTGui. Fuente:
realizacion propia.

Es importante mencionar que existen otros programas
que realizan la fusibn de imagenes bajo el mismo
mecanismo, estos son: AutoStitch, Microsoft IC, PS
Reposition; cada uno con sus propias ventajas y
desventajas, por lo que se recomienda explorarlos
tomando en cuenta la precisién requerida, asi como el
costo de los mismos.

4.2.7. Calibracion

En la cuantificacion de estructuras anatomicas es
indispensable la conversion de pixeles a un sistema de
unidades (um, mm o cm). A este proceso se le conoce
como “calibracion”. El primer paso para calibrar es definir
una medida de referencia utilizando las unidades de
interés. Asi, por ejemplo, la referencia para las imagenes
gue componen el corte histolégico de ejemplo, se
obtiene tomando una fotografia a wuna rejilla
microscoépica graduada (Figura 23a), la toma de la
misma deber ser bajo los mismos parametros Opticos
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(objetivo, acercamiento, enfoque) utilizados en la serie
fotogréfica del corte anatomico.

En el ejemplo, la verificacion de la cantidad de pixeles
dentro de esta medida se obtiene empleando el software
ImageJ (Rasband, 2016).

Dentro de este programa, se extrae la imagen de la
rejilla, y sobre la misma se efectta una serie de
mediciones en una distancia conocida (Figura 23b).

a

DIV=0. 01mn

Figura 23. a) Ejemplo de rejillas graduadas b) ejecucién de 21
mediciones sobre una superficie de 1 mm = 1000 um. Fuente:
realizacion propia.

El trazo sobre la imagen mide la distancia de la
referencia en pixeles, el promedio de las mediciones es
un dato util en la conversion a las unidades de interés.
Para ello, se puede utilizar cualquier programa disefiado
para la cuantificacion de variables mediante imagenes
(Figura 24).
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Figura 24. Ventana del programa ImageJ para convertir pixeles a
mm. Fuente: realizacién propia.

La calibracion debe realizarse una vez obtenida la
imagen compuesta, siendo esto un requisito al iniciar
cualgquier medicibn de tipo microscopico 0
macroscopica.

5. Preparacion de muestras para andlisis de
imagen en secciones transversales

En el apartado siguiente, se pretende describir a
grandes rasgos una rutina sobre el trabajo en especies
de angiospermas lefiosos.

Las técnicas de analisis de imagen son una herramienta
gue se pueden utilizar a nivel microscépico (medicion de
fibras, pared de traqueidas, diametro, tamafio de lumen
etc.) y macroscoépico (medicion de madera temprana,
tardia y anillo total). Estas pueden ser utilizadas en caso
de no tener equipos de medicion forestal, los cuales
generalmente son poco accesibles por su elevado costo.

Tomando en cuenta que este tipo de andalisis realizados
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a nivel macroscopico, solamente se utliza un
estereoscopio, la camara y el uso de softwares libres
como el programa ImageJ.

5.1 Preparacion de muestras en secciones
transversales

En esta seccidn se describe a grandes rasgos una rutina
sobre la preparacion en especies de angiospermas
lefiosas a nivel macroscopico. Para el procesamiento de
la seccion trasversal, se recomienda un exhaustivo
trabajo de las muestras con limas de 60 a 350 granos
para el lijado y un pulido hasta de 1500 granos. El
objetivo consiste en visualizar los crecimientos anuales
dificiles de identificar (Figura 25) y bandas intra-anuales
como madera temprana y tardia.

Figura 25. Anillos de mezquite (Prosopis spp.) a nivel macroscépico.
Fuente: realizacion propia.

Esta especie en particular (mezquite), presenta anillos
definidos a partir de una banda de parénquima terminal
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muy tenue, por lo que, si el ljado no es el adecuado, las
mediciones pueden llegar a ser poco confiables.

5.2 Creacion de imagenes compuestas en
secciones transversales

La toma de imagenes a nivel macroscopico se puede
llevar a cabo utilizando una camara profesional con una
resolucion minima de 30 megapixeles, la cual es
suficiente resolucibn para tomar las imagenes
requeridas en esta actividad; en cuanto al soporte que la
sostiene, éste puede ser sustituido por una base de
madera que permita la movilidad de la muestra. La
seccion se desliza en cada una de las exposiciones
fotograficas hasta cubrir la totalidad la superficie (Figura
26).

Figura 26. Camara montada en una base de un estereoscopio para
realizar imagenes en secciones transversales de mezquite. Fuente:
realizacion propia.

Se sugiere que la camara no tenga ningun tipo de
movimiento, ademas se debe procurar que las muestras
no se encuentren inclinadas al momento de la captura.
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Para llevar a cabo la concatenacién de imagenes
utilizando el programa PTGui, la “Carga de imagenes”,
“Configuracion de panorama” y “Creacion de panorama”
siguen exactamente los mismos pasos del ejemplo
anterior (Corte anatomico). Todo el proceso se resume
en las imagenes tomadas a la rodaja utilizando este
software (Figura 27a). La calibracion se realiza
utilizando una referencia en la seccion transversal (papel
milimétrico). Sobre la misma se realizan las mediciones
de la cantidad de pixeles dentro de la superficie
asignada (Figura 27b).

Figura 27. a) Imagenes que cubren la seccion transversal en lineas
rojas; b) Imagen compuesta o producto final. Fuente: realizacién
propia.

Obtenida la imagen a nivel macroscopico, se puede
utilizar la medicion en estudios de productividad e
incrementos periédicos anuales.

6. Cuantificacion de imagenes utilizando rodajas
y crecimientos anuales obtenidos con barrena

Para fines practicos, se describe un ejemplo sobre la
medicién a nivel microscopico, pero en incrementos
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obtenidos con taladro. El ejercicio se realiza en uno de
los software mas practicos “Imaged”, de uso libre y
ampliamente utilizado en este tipo de trabajos (Abrantes
et al., 2013; Rita et al., 2015; Souto, 2015).

En la siguiente imagen se aprecia el proceso de
medicion de los vasos en los incrementos anuales de
encino, utilizando virutas o cilindros del crecimiento;
éstos son resaltados tifiendo con un lapiz negro
indeleble a la madera y pasado una tiza blanca para
rellenar los poros (Figura 28). Esto permite un contraste
entre la madera temprana y tardia que ayuda a resaltar
las bandas para ser cuantificadas con facilidad en la fase
de medicion.

Figura 28. Preparacién de muestra para resaltar los poros y su
medicion. a) Uniformizar la superficie de la viruta a través de lijado
o corte con microtomos de gran magnitud, b) preparacion de la
imagen para analisis de imagen c) medicion de poros utilizado el
programa de ImageJ. Fuente: realizacion propia.

En otro tipo de especies, las recomendaciones varian,
aunque es importante el lijado y pulido; también se
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sugiere la delimitacion de los anillos, auxiliandose con
alguna marca (Lapiz) que no comprometa la integridad
de la muestra (Figura 29).

e ] ' riezmmﬁn(:sihwzenvvsw-mmb
i =- olojalofl 22\ AlQ A d] ofs|uwlp|s]a] |»

—-

A T

Figura 29. Medicion de anillos anuales de mezquite utilizando el
programa “ImageJ”. Fuente: realizacién propia.

En la actualidad existe una gran cantidad de softwares
para el andlisis de imagen, cada uno se diferencia
considerablemente en su funcionalidad, uno de ellos es
el ImageJ de codigo libre, relativamente facil de utilizar;
no obstante, existen softwares mas especializados
como WInCELL y ROXAS.

A continuacién, se expone un cuadro de los programas
mas utilizado, la capacidad de analisis y precision en la
medicion, entre otros aspectos (Cuadro 1).
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Cuadro 1. Descripcion de algunos softwares para la cuantificacion de caracteristicas

anatomicas (von Arx et al., 2017).

- Opciones de
procesamiento por lotes
- Personalizacion de
configuraciones a
medida

- Control de
microscopio y escaner

H ’ Am?“S'S de Filtrado Objeto Edicién Algunas otras . .
erramientas anillos de . . h P Licencia
. de Célula Modelo interactiva caracteristicas
arboles
ROXAS Automatica Tamafio, Vector Si Andlisis de iméagenes Libre, pero
color, grandes (hasta  requiere de una
") forma, 1,000,000 de celdas) plataforma  de
g‘g contexto - Gran conjunto de imagen Pro-Plus
% ﬁ parametros de salida (6.1 u otra
g E anatémicos version mas
< S - Procesamiento  reciente),
oiR=% automatico de
T3 iméagenes
- Opciones de
procesamiento por lotes
- Biblioteca en linea y
personalizacion de
configuraciones
WinCELL Automatica Tamafio, Pixel No - Gran conjunto de Comercial
color, parametros de salida
forma. anatémicos
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Continuacion

Tamarfio

Andlisis de

. Espesor de la - Filtrado Objeto Edicion Algunas otras . )
Herramientas de P anillos de ! 9 Licencia
4 pared celular . de Célula  Modelo interactiva caracteristicas
célula arboles
ImageJ Si Manual No Tamafio y Vector Si - Gran coleccion de Libre
forma complementos por
comunidad
- Herramientas de
desarrollo de macros
CellProfiler Si Manual No Tamafio, Vector Si - Andlisis por lotes de Libre
color y grandes conjuntos (>
forma 1000) de imagenes
- Automatizacion del
" flujo de trabajo
S o ] 3 . mediante modullos. )
% @ Image-Pro Si Manual No Tamafio, Vector Si - Potentes funciones de  Comercial
1= g Plus colory analisis y
< c forma procesamiento de
58 imagenes
T - Herramientas de
desarrollo de macros.
NIS-Elements Si Manual No Tamafio y Vector Si -Herramientas de Comercial
forma desarrollo de macros
- Control de
microscopio.
AxioVision Si Manual No Tamafio y Vector Si -Automatizacion de flupo  Comercial
forma de trabajo y
herramientas de
desarrollo de macros.
- Control de

microscopio interactivo.
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7. Estudios de caso

En este apartado se pretende mostrar algunos de los
resultados obtenidos al utilizar los procedimientos descritos
previamente y aplicados a dos especies de angiospermas
lefiosas, donde la cuantificacion se realizé a nivel
microscépico y macroscopico, utilizando la metodologia
expuesta.

7.1 Estudio a nivel microscépico. Porcentaje de
vasos en maderatempranay tardia en encino

La especie arborea utilizada en el analisis microscépico fue
encino (Quercus canbyi Trel.), especie ubicada en
ecosistemas vulnerables al aumento de temperatura e
incremento de sequias. Por ello, el andlisis del tamafio de los
conductos de agua (vasos) es importante para entender la
capacidad de conduccién hidrica y la tolerancia a la sequia,
relacionado con la eficiencia del sistema hidraulico y tamafio
de los vasos dentro del xilema (Comstock y Sperry, 2000). El
objetivo de este trabajo, consistié en cuantificar los vasos de
la madera temprana y tardia en cada anillo de crecimiento
anual en el periodo 1995-2012.

La obtencién de muestras en campo y la preparacion de las
mismas para la elaboracién de cortes anatdomicos se llevé a
cabo siguiendo los procedimientos aqui expuestos. La
medicién se realiz6 utilizando el programa ImageJ para
Windows (version 1.5).

Finalmente, para cada anillo de crecimiento, se estimo el
porcentaje de la superficie de vasos de la madera temprana y
tardia, tomando en cuenta el total de las superficies medidas
dentro del mismo (Figura 30).
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Figura 30. Series de crecimiento anual, que respaldan el corte histoldgico.
Delimitacion de los anillos anuales de encino para la cuantificacion de la
madera temprana (vasos grandes) y de la tardia (vasos pequefios).

El andlisis visible sobre la imagen permite mostrar que la
madera tardia representa una mayor proporcion del
crecimiento anual. No obstante, los vasos de mayor tamafio
de la madera temprana constituyen una mayor superficie en
su crecimiento representado por mas del 80 %, en
comparaciéon con los poros de la madera tardia, que
representa sélo 17 % (Cuadro 2).

Los resultados obtenidos sugieren incrementar los estudios
de la madera temprana, ya que una gran amplitud en sus
vasos indica una gran demanda del agua del arbol al
momento de su desarrollo, conocimiento necesario ante un
cambio climatico evidente. Diversos estudios se han basado
en la madera temprana, tomando en cuenta la importancia
gue tiene en el transporte del agua en el arbol, y por ello, se
considera como un dato proxy de alto potencial en

reconstrucciones de clima (Gricar et al., 2013; Souto, 2015).
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Cuadro 2. Porcentaje de madera temprana y tardia en el
crecimiento anual de Quercus canbyi Tel.

SVMTm % SVMTr
Afo (um?) SVMTm  (um?) % SVMTr
1995 75280 90 8812 10
1996 65540 83 13311 17
1997 52769 67 26450 33
1998 63500 87 9260 13
1999 62583 85 10705 15
2000 64907 88 8899 12
2001 68560 90 7353 10
2002 59735 83 12630 17
2003 67568 83 14038 17
2004 65773 78 18592 22
2005 92490 87 13570 13
2006 53556 82 11887 18
2007 54703 80 13522 20
2008 52014 81 12159 19
2009 48996 75 16619 25
2010 76777 81 18592 19
2011 58702 84 11186 16
2012 62224 83 12533 17
Promedio 63649 83 13340 17
Max 92490 26450
Min 48996 7353
Desviacion 10521 4520

SVMTm=Superficie de vaso de la madera temprana
SVMTr Superficie de vasos de la madera tardia

7.2 Estudio a nivel macroscopico. Analisis de
imagen sobre los crecimientos anuales de
mezquite como soporte a planes de manejo
forestal

El siguiente estudio se llevd a cabo en el afio 2019, en una
especie perteneciente al género Prosopis, comunmente
conocido como mezquite, género con amplia distribucion en
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comunidades de matorrales de las zonas aridas de México
(Gonzélez-Medrano, 2012; Palacios, 2006). Este género,
carece de planes de aprovechamiento en la mayoria de las
areas de distribucion y existe una tendencia a aprovechar el
recurso de forma clandestina. Lo anterior, si bien es originado
por falta de conocimiento y asesoramiento técnico, también
es derivado de la complicada estructura de su crecimiento,
gue dificulta definir con exactitud su incremento radial anual
(Rios-Saucedo et al., 2011; Villanueva-Diaz y Hernandez-
Reyna, 2004). El objetivo del estudio consistié en aportar
informacion acerca de la edad y la estimacién de las tasas de
crecimiento anual en poblaciones de mezquite, ubicadas en
el municipio de San Pedro, Coahuila.

El muestreo radico en obtener secciones transversales de los
didmetros mas representativos de la estructura diamétrica
presente en el sitio. La preparacion de las secciones se llevo
a cabo siguiendo los procedimientos expuestos.

Los resultados indican que los individuos de mezquite en este
sitio presentan el mayor incremento radial en los primeros
afios de vida (6 a 11 afios), posterior a esta edad, tienden a
disminuir en crecimiento (Figura 31).
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4
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Incremento diamétrico

o -
1 3 5 7 9 11 13 15 17 19 21

Figura 31. La edad de mayor crecimiento de los especimenes de mezquite
ocurre entre 6 y 11 afios en individuos hasta de 22 afios de edad.
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Esta informacion es util para definir la edad conveniente para
realizar un aprovechamiento del arbolado, considerando que
los diametros aprovechables requieren tener ciertas
dimensiones segun el uso al que vayan a ser sujetos
(Canizales-Velazquez, 2016; Rios-Saucedo et al., 2011;
Villanueva-Diaz y Hernandez-Reyna, 2004).

En el estudio, se determiné la presencia de individuos hasta
de 22 afios de edad y un diametro promedio de 9.1 cm, esto
representa un incremento medio anual de 5.96 mm /afio
(Figura 32). Los resultados preliminares proporcionan
informacion técnica para determinar la estructura de edad de
la poblacion y el turno de aprovechamiento para un uso
sustentable del mezquital en sitios de la Comarca Lagunera.

Dlametro anual acumulado (mm)

1234567892V UBBITBH2N
Edad

Figura 32. Las lineas grises representan las series individuales y la linea
negra punteada el promedio de las series. A la derecha se aprecian el
grosor de los anillos anuales de mezquite para el sitio de estudio como
parte de las muestras involucradas.

Se sugiere incrementar este tipo de investigaciones en la
region, ademas de incrementar el numero de individuos para
mejores resultados y generar informacion mas confiable para
explotacion racional del mezquite.

Los casos expuestos dejan en claro la versatilidad de la
metodologia, la cual, puede ser aplicada desde la medicién
de caracteristicas anatomicas importantes en la explicacion
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de los rasgos pertenecientes al sistema hidrico de la planta y
su posible respuesta al clima, hasta aportar informacién sobre
la productividad anual de especies.

CONSIDERACIONES GENERALES

El cambio del xilema en plantas vasculares ante un aumento
en la demanda hidrica y disminucion de la concentracién de
CO2 durante el periodo Carbonifero y Pérmico (Raven y
Edwards, 2001) indica una evolucion de un xilema tipico de
gimnospermas con traqueidas y diametros de 80 ym, hasta el
xilema de las angiospermas con lumenes de hasta 500 pym.
Este tipo de datos fueron posibles gracias al andlisis
anatémico del cambium vascular, lo que refleja, la utilidad de
la anatomia en relacion a la evolucion del xilema de las
plantas superiores, respecto a los cambios ambientales.

En la actualidad, el calentamiento global propicia eventos
climaticos extremos que provocan la extincion forestal en
diferentes ecosistemas (Allen et al., 2010; Allen et al., 2015).
En la mayoria de los estudios, se observa una disminucion en
el crecimiento radial previo a la muerte del arbolado (Cailleret
et al., 2017) con bajas tasas de crecimiento asociadas a una
mayor defoliacion de la copa (Guada et al.,, 2016). Sin
embargo, tal caida en el crecimiento de los arboles antes del
evento de mortalidad puede abarcar de 1 hasta 100 afios.
Comunmente, el decrecimiento en especies de
gimnospermas a largo plazo se encuentra asociado a una
disminucién gradual en el rendimiento hidraulico de los
individuos decaidos. Por su parte, las angiospermas suelen
mostrar reducciones del crecimiento relativamente pequefios
a corto plazo, con fallas hidricas y un agotamiento en las
reservas de carbono. No obstante, asociar patrones de

crecimiento particulares de arboles en declive a los
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principales mecanismos, como las fallas hidricas vs. falta de
carbono (McDowell et al., 2008), es todo un reto.

Ante esto, se llega a la conclusion de que, para poder tener
una mayor compresion de los eventos climéticos extremos y
la respuesta de las especies forestales, se deben basar en un
mejor conocimiento sobre la funcién del arbol a largo plazo.
Asi, los anillos de los arboles datados con técnicas
dendrocronoldgicas y los rasgos anatdmicos de la madera
constituyen informacion valiosa para cuantificar la respuesta
de los arboles a los factores de estrés ambiental a través de
un enfoque multidisciplinario (Battipaglia et al., 2014).

El presente documento aporta un seguimiento metodoldgico
de forma sencilla, generalmente presente de forma dispersa
y poco articulada en diversos articulos de investigacion
cientifica. Ademas, ofrece una idea fluida de ambos métodos:
el dendrocronolégico y el proceso anatémico, contribuyendo
asi a la realizacion de estudios que involucran temas
desafiantes, como la respuesta de ecosistemas vulnerables
al calentamiento global, en donde los rasgos anatémicos son
archivos detallados de la respuesta de los arboles al ambiente
y representan un reservorio que puede ser discernido
utilizando las técnicas descritas, las cuales agilizan los
analisis cuantitativos de rasgos anatémicos.
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El xilema es un testigo fiel de los cambios
evolutivos impresos en cada adaptacion,
surgidas a partir de las demandas que
implicaron compensaciones en términos de
recursos invertidos y de estrategias realizadas
a lo largo del ciclo de vida de las especies. Asi,
la anatomia de la madera se convierte en un
area que puede aportar respuesta a una series
de preguntas. No obstante, las caracteristicas
anatémicas son numerosas y requieren de un
procesamiento delicado durante la
cuantificacion, ademés del manejo de una gran
cantidad de datos. El presente escrito va
dirigido a profesionales, técnicos y estudiantes
interesados en técnicas de analisis de imagen
para eficientizar el analisis de anatomia en
series temporales dendrocronolégicas; donde
las imagenes compuestas son el insumo
principal para los softwares de cuantificacién
anatémica.
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