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RESUMEN

El estudio microestructural de la madera se ha utilizado con diversos objetivos, dentro de los
que destacan la identificacion o diferenciacion de especies, comprender su comportamiento en
procesos de transformacion y una vez puesta en servicio, asi como también la proyeccion de
usos cuando es una especie recién descubierta. El objetivo del trabajo es explorar las técnicas
de microscopia optica (MO), tomografia computarizada de rayos-X (TCR-X) y microscopia
electronica de barrido (MEB), en la caracterizacion anatomica de la madera de Dalbergia
ruddae. Para ello, se realizd el analisis de la madera con las tres técnicas mencionadas. El
analisis por MO se realiz6 a partir de muestras de cortes histologicos. Los cortes se obtuvieron
a 30-40 um de espesor de las caras tipicas: transversal, radial y tangencial. Los cortes se tifieron
con safranina lo que permitid observar y cuantificar las células. Para la microscopia electronica
de barrido (MEB) se analiz6 una muestra con seccion transversal de 3x3 mm la cual nos
proporcion6 informacion morfoldgica a diferentes aumentos y de composicion quimica
elemental de la madera. Mediante la tomografia de rayos-X se obtuvieron iméagenes 3D con
voxeles de 1 y 5 um. Estas imagenes permitieron la visualizacion de la forma, trayectoria,
acomodo y localizacion y cuantificacion de los elementos u otras sustancias. La MO permite
observar la zonacion de la madera, porosidad difusa, el parénquima lefioso apotraqueal difuso,
paratraqueal aliforme y las fibras de tipo libriformes. Mediante MEB se observaron
detalladamente las puntuaciones areoladas en los elementos de vasos y el analisis elemental de
las fibras arrojo que se componen de carbono, oxigeno y calcio. A partir de TCR-x se observo
la continuidad de los vasos dentro de la madera y adicionalmente se cuantificaron los cristales
encontrando una abundancia de 0.11% en 1 mm®. Las caracteristicas determinadas podrian ser
de utilidad para diferenciar esta especie, ademas predecir su posible comportamiento en
procesos de transformacion de la madera. Es evidente que estas técnicas nos aportan
informacion diferente, la cual es complementaria para obtener una caracterizacion detallada de

la estructura de la madera.

Palabras clave: Identificacion de madera, Tomografia de rayos X, Microscopia electronica de

barrido, Microscopia Optica, madera para guitarras.



ABSTRACT

The microstructural study of wood has been used with various objectives, among which the
identification or differentiation of species stand out, understanding its behavior in
transformation processes and once put into service. As well as the projection of uses, it is a
species newly discovered. The aim of the work is to explore the techniques of optical
microscopy (MO), X-ray computed tomography (X-TCR) and scanning electron microscopy
(SEM), in the anatomical characterization of Dalbergia ruddae wood. For this, the analysis of
the wood was carried out with the three mentioned techniques. MO analysis was performed
from samples of histological sections. The cuts were obtained at 30-40 um thickness of typical
faces: transverse, radial and tangential. The sections were stained with safranin, which allowed
the cells to be observed and quantified. For scanning electron microscopy (SEM) a sample with
a 3x3 mm cross section was analyzed, which provided us with morphological information at
different magnifications and the elemental chemical composition of the wood. By means of X-
ray tomography, 3D images with voxels of 1 and 5 pm were obtained. These images allowed
the visualization of the shape, trajectory, arrangement and location and quantification of the
elements or other substances. OM allows observing the zonation of the wood, diffuse porosity,
the diffuse apotracheal woody parenchyma, aliform paratracheal and the fibers of the libriform
type. By means of SEM, the areolate scores in the vessel elements and the elemental analysis of
the shear fibers, which are composed of carbon, oxygen and calcium, were observed in detail.
From TCR-x, the continuity of the vessels within the wood was observed and the crystals were

3. The determined

additionally quantified, finding an abundance of 0.11% in 1 mm
characteristics could be useful to differentiate this species, in addition to predicting its possible
behavior in wood transformation processes. It is evident that these techniques provide us with
different information, which is complementary to obtain a detailed characterization of the

structure of the wood.

Keywords: Wood identification, X-ray tomography, Scanning electron microscopy, Optical

microscopy, guitar wood.



1. INTRODUCCION

El estudio microscopico de la madera es necesario para la identificacion y diferenciacion entre
especies, comprender su comportamiento en los procesos de transformacion y una vez puesta
en servicio (Hoadley, 2000). Actualmente, la mayor parte de estos estudios se han realizado
empleando técnicas 2D como la Microscopia Optica (MO) y la Microscopia electronica de
barrido (MEB). Las técnicas 2D permiten observar y caracterizar la estructura de la madera,
pero limitan el andlisis tridimensional del material. Un método alternativo de inspeccion en
estructuras 3D es a través de Tomografia computarizada de rayos-X (TCR-X). En la TCR-X se
obtienen datos cuantitativos de un volumen analizado y es posible separar virtualmente las
diferentes células de la madera obteniendo informacion selectiva (Maire et al., 2001; Steppe et

al., 2004; Mayo et al., 2010).

El andlisis de la anatomia de la madera mediante microscopia Optica y microscopia electronica
de barrido ha sido ampliamente utilizado en gran nimero de especies. Las dos técnicas permiten
obtener iméagenes de alta calidad donde se puede realizar caracterizacion la cualitativa y
cuantitativa de los elementos estructurales. En comparacion, la TCR-X es una técnica poco
explorada en la caracterizacion en la madera, por lo cual requiere de mas estudios para conocer

el potencial de esta técnica (Trtik et al. 2007; Olmos et al. 2016).

El género Dalbergia es un grupo de amplia distribuciéon a nivel mundial, comprende 250
especies (cervantes, 2019). Algunas maderas de Dalbergia han sido conocidas en el comercio
durante mas de 300 anos como maderas preferidas para todo tipo de ebanisteria, muebles finos,
obras de arte, e instrumentos musicales (Guridi 1996; Richter et al. 1996; Gasson et al. 2010;
Yinetal. 2018). Los primeros exploradores del continente americano, se llevaron estas maderas
a Espafia y Portugal, donde rapidamente se convirtieron en maderas muy deseadas (Gasson et

al. 2010), siendo utilizadas en la decoracion de palacios europeos (Espinoza et al. 2015).



En México se conocen 27 especies del género Dalbergia (Linares y Sousa, 2007), y algunas
presentan un alto valor econdmico debido a sus excelentes propiedades acusticas, de durabilidad
y color. Debido a las excelentes caracteristicas de las maderas de Dalbergia, existe una gran
demanda de ellas, lo que ha generado una sobreexplotacion, talas clandestinas, lo que ha
ocasionado que algunas especies de Dalbergia, estén en peligro de extincion. Debido a esto
varias de las especies de Dalbergia, estan incluidas en el apéndice II de la Convencion sobre el
Comercio Internacional de Especies Amenazadas de Fauna y Flora Silvestres (CITES), donde
todo comercio nacional e internacional esta prohibido, excepto para propoésitos de investigacion

cientifica (Gasson et al. 2010).

La especie de Dalbergia ruddae, que se encuentra en México, ha sido ha sido de interés
comercial, y a pesar de que se encuentra en el apéndice II de CITES, no existe informacion

sobre sus caracteristicas anatdmicas, por lo que es muy dificil su identificacion.

El objetivo del presente estudio es implementar técnicas como la microscopia Optica,
microscopia electronica de barrido y tomografia computarizada de rayos X en la caracterizacion

de la madera de Dalbergia ruddae para determinar la caracterizacion de la madera de forma

detallada.



2. MARCO TEORICO

2.1 LA MADERA

La madera proviene de un proceso organico y posee una estructura celular de elementos
lignificados. Las células que constituyen la madera presentan cierta variabilidad en cuanto
tamafio, forma, disposicion, abundancia y funcién de acuerdo a las necesidades del arbol. Esta
variabilidad se debe al resultado de las necesidades fisiologicas, mecanicas y de las condiciones

del clima y suelo que predominaron durante el desarrollo del arbol, (Rowell, 2005).

Las diferentes células que constituyen a la madera poseen una fase intercelular de espacios
vacios que funciona como recipiente ocupado por aire u otras sustancias como el agua. Esta
condicion hace de la madera un material heterogéneo y anisétropo, con propiedades diferentes
de acuerdo a la direccion considerada que a su vez afecta cada una de sus propiedades (Hoadley,

2000).

La funcion de la estructura se divide principalmente en soporte mecanico y medio de transporte
o almacenamiento. Por ejemplo, las punteaduras tienen gran importancia en la funcionalidad del
sistema de transporte de agua, las placas de perforacion en los vasos permiten el flujo de
liquidos, el espesor de la pared celular de las fibras tiene una relacion directa con las propiedades

fisico-mecanicas (Barcenas et al, 2014).

2.1.1 ESTRUCTURA DEL TRONCO

Un arbol esta constituido por varias capas concéntricas con diversas funciones. Cuando se corta
el tronco de un arbol en forma perpendicular a su longitud y se observa cuidadosamente puede

llegarse a distinguir las capas que se ilustran en la figura 1.



MEDULA DURAMEN Anillos de
crecimiento

: 2
Flo¢ma Cambium suberoso

Figura 1. Partes del tronco de un arbol (Anatomy, 2020).

Corteza externa: es la capa exterior que reviste al tronco, esta formada por células muertas que

protegen al arbol de dafios fisicos, desecamiento, ataques fungicos, fuego y cambios climaticos.

Corteza interna: esta constituida por el floema, es el conjunto de tejidos vivos especializados

en la conduccion de savia elaborada.

Cambium: es una capa delgada formada por pocas células de espesor. Es el tejido generatriz
de casi la totalidad de las células que forman al tronco, siendo el responsable del crecimiento en

grosor del arbol.

Albura: es la parte fisioldgicamente activa por la cual se conduce la sabia bruta (agua y sales
minerales) en forma ascendente hasta las hojas. Esta capa casi siempre es de color mas claro

que el duramen.

Duramen: es el tejido lefioso formado por células inactivas fisiologicamente, es de coloracion
mas oscura que la albura. El duramen posee casi siempre mayor resistencia a la pudricion,
debido a las sustancias quimicas que puede contener (taninos, resinas, grasas, sustancias
fendlicas, quinonas, alcaloides, saponinas y colorantes). No todos los arboles presentan

diferencia de coloracion entre albura y duramen.



Médula: es la zona que debe ocupar el centro del tronco, es de consistencia fragil (por estar
formada por células de parénquima, las cuales pueden ser cuadradas o esféricas de pared muy
delgada) o hasta hueca en segmentos. Respecto a la forma de la medula puede ser circular,

eliptica, cuadrada, triangular y en forma de estrella, (Hoadley, 2000; Giménez et al, 2005).

2.1.2 PLANOS DE ESTUDIO DE LA MADERA

La observacion de las caracteristicas anatomicas de la madera se realiza en tres diferentes planos
o superficies. Estos son los llamados planos de observacion o de corte de la madera. En general,
como se muestra en la figura 2 existen tres planos uno transversal y dos en sentido longitudinal.
Estos ultimos son el plano radial y el plano tangencial. También son conocidos con el nombre

de seccion transversal (X), seccion radial (R) y seccion tangencial (Tg).

Figura 2. Planos de estudio de la madera
(Modificado de Feijo et al, 2018).

Superficie transversal (X). Es el que se obtiene al hacer un corte perpendicular al eje

longitudinal del tallo o muestra de madera.

Superficie radial (R). Se obtiene al hacer un corte paralelo al eje longitudinal del tallo, en donde

el mismo es paralelo a los radios o perpendicular a los anillos de crecimiento.



Superficie tangencial (Tg). Se obtiene al hacer un corte paralelo al eje longitudinal del tallo o
muestra en donde el mismo es perpendicular a los radios o tangente a los anillos de crecimiento

(Hoadley, 2000).

2.1.3 ESTRUCTURA ANATOMICA DE LA MADERA DE LATIFOLIADAS

La madera de latifoliadas es compleja ya que en su estructura existe mayor especializacion y
diversidad de elementos constitutivos, que en el caso de las coniferas. De manera general esta
estructura se compone de vasos, fibras, parénquima lefioso, parénquima radial y en algunas
especies se encuentran presentes conductos gomiferos, laticiferos o taniferos (Wheeler et al.,

1989; Giménez et al, 2005).

Elementos vasculares. Son los elementos estructurales mas caracteristicos de la madera de
latifoliadas, estdn formados por cadenas de elementos de vaso uno a continuacién de otro,
formando un sistema de conduccion ascendente y pueden ocupar del 10 al 40% de la madera

(Figura 3).

Figura 3. Tipos de elementos de vaso presentes en la madera
(Giménez et al, 2005).



Wheeler et al. (1989) establecen la clasificacion de los elementos de vaso de acuerdo a su

longitud:

Los elementos de vaso presentan punteaduras entre uno y otro lateralmente, formando pares de

punteaduras intervasculares, las cuales son més abundantes en las caras tangenciales. El arreglo

Extremadamente cortos
Muy cortos
Moderadamente cortos
Medianos
Moderadamente largos
Muy largos

Extremadamente largos

<175 pm

175 -200 um
250 - 350 um
350 — 800 um
800 — 1100 um
1100 — 1900 pm
> 1900 pm

de dichas punteaduras puede ser; alterno, opuesto y escaleriforme (Figura 4).

La clasificacion del tamano de las punteaduras intervasculares (alternas y opuestas) es:

Diminutos <4 pm

Pequefios 4—7 pm
Medianos 7-10 pm

Grandes

> 10 um
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Figura 6. Tipos de puntuaciones intervasculares: a) Alternas, b) Opuestas, c¢)

Escaleriformes (Giménez et al, 2005).



La circulacion de sustancias a través de los elementos de vaso se efectiia por sus extremidades,

las cuales se le denomina platina o placa a de perforacion y pueden ser de los siguientes tipos:

Simples: presenta una sola y gran perforacion, se presentan con mayor frecuencia que
los otros tipos y pueden caracterizar a familias enteras.

Escaleriforme: con numerosas perforaciones, en una misma placa, dispuestas en series

paralelas.
Reticulada: cuando las perforaciones de una misma placa, se disponen en forma de red.

e Foraminada: las perforaciones de la placa son casi circulares (Figura 5).
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Escaleriforme, ¢) Reticulada y d) Foraminada (Wheeler et al., 1989).

En seccion transversal, los vasos reciben el nombre de “poros” y su distribucion, disposicion,
abundancia, tamafo y agrupamiento son caracteristicas importantes en la identificacion de

especies, calidad de la madera (peso especifico, densidad) y también en el secado e

impregnacion (Wheeler et al., 1989).

La clasificacion de la abundancia de poros/mm? es:

e Menos de 2 Muy pocos

e 2-5 Pocos

e 5-10 Moderadamente pocos

e 10-20 Moderadamente numerosos
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e 20-40 Numerosos

e Mas de 40 Muy numerosos

La clasificacion del didmetro tangencial de poros es:

e 25-100 pm Pequeiios
e 100—-200 um Medianos
e 200-300 um Grandes

Arreglo de los poros. Se refiere a la forma como se distribuyen los poros en la cara transversal

de la

madera (Wheeler et al., 1989; Giménez et al, 2005), de acuerdo a la clasificacion pueden

ser de tipo: Solitarios, multiples radiales, multiples tangenciales, en diagonal y agrupados (figura

6).

'

0

Q

o

A B C D E

Figura 9. Arreglo de poros en la madera: A) Solitarios; B) Multiples radiales; C) Multiples
tangenciales; D) Multiples Diagonales; E) Agrupados (Giménez et al, 2005).

La disposicion de los poros en la madera se denomina porosidad (figura 7). Esta caracteristica

se determina por la disposicion y el cambio de didmetro de los poros a través de una zona de

crecimiento (Wheeler et al., 1989). La porosidad se clasifica de la siguiente manera:

Porosidad circular. Se presenta cuando se observa una concentracion de los poros en
el inicio del periodo vegetativo, ademads se observa una brusca disminucion del didmetro
de poros dentro de la zona de crecimiento.

Porosidad semicircular. Se presenta cuando en los poros se observa una disminucion

gradual del diametro de los poros dentro de la zona de crecimiento.
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e Porosidad difusa. Se presenta cuando los poros estan dispersos a lo largo de las zonas

de crecimiento y presentan didmetro variable.

Figura 12. Porosidad en la madera. a) Circular, b) Semicircular y c) Difusa (Wheeler et al., 1989).

Las Fibras

Las fibras son células alargadas y estrechas, con los extremos en forma en punta (figura 8). Las
fibras pueden presentar punteaduras simples en el caso de las fibras libriformes o puntuacion
areolada en las fibrotraqueidas. Las fibras constituyen el tejido de soporte del arbol y son las
principales responsables del comportamiento fisico y mecanico de la madera de las latifoliadas,

ocupan del 30 al 70% de la madera (Giménez et al, 2005).

Puntuacioén areolada en Fibrotraqueida

C’ T \‘. ® s ® - 3 ’)

Figura 13. Tipos de fibras en la madera (adaptado de Myburg y Lev-Yadun, 2001).

12



La clasificacion de la longitud de la fibra es:

e <500 um Extremadamente cortas
e 500-700 um Muy cortas

e 700 -900 um Moderadamente cortas
e 900-1600 pm Medianas

e 1600 —-2200 pm Moderadamente largas
e 2200-3000 pum Muy largas

e >3000 um Extremadamente largas

La clasificacion del diametro de fibra es:

e Menora25 pum Finas
e 25-40 pum Medianas
e Mayor a 40 um Anchas

La clasificacion del espesor de pared de la fibra es:

e Muy delgadas:  Cuando el lumen ocupa % o mas del diametro de la fibra
e Delgadas: Cuando el lumen ocupa de %2 a 2 del didmetro de la fibra
e Qruesas: Cuando el lumen ocupa de %2 a 1/3 del didmetro de la fibra
e Muy gruesas: Cuando el lumen es menor a 1/3 del didmetro de la fibra

Células parenquimatosas

Estas células tienen la funcidon de almacenar sustancias nutritivas. Son células de paredes
delgadas con puntuaciones simples. Tienen forma cilindrica, se presentan en sentido
longitudinal el parénquima lefioso y en sentido radial los radios (Wheeler et al., 1989). En los

cortes histologicos se distinguen como elementos de color mas claro.
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Parénquima lefioso. Ocupan del 5-30% del tejido lefoso, se distinguen en las secciones

transversales y pueden ser de tipo apotraqueal, paratraqueal y marginal.

Parénquima apotraqueal. Es cuando el parénquima no esta asociado a los poros
(Figura 9)

Difuso: Cuando las células estan aisladas o dispersas entre las fibras.

Difuso agregado: cuando se forman pequefios grupos de células en lineas cortas
discontinuas.

En Bandas: son bandas de células aisladas dentro de la zona de crecimiento.
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Figura 15. Parénquima apotraqueal. a) Difuso, b) Difuso agregado, ¢) En bandas (Giménez et al,

2005).

Parénquima lefioso paratraqueal. Se presenta cuando el parénquima esta asociado a
los poros (Figura 10).

Paratraqueal escaso: células parenquimaticas aisladas alrededor de los poros.
Paratraqueal unilateral: células parenquimaticas parcialmente alrededor del poro.
Paratraqueal vasicéntrico: células parenquimaticas completamente alrededor del poro.
Paratraqueal aliforme: células parenquimaticas con extensiones en forma de alas.
Paratraqueal aliforme confluente: células parenquimaticas con extension de las alas
formando bandas.

Paratraqueal en bandas confluentes: células parenquimaticas formando bandas

tangenciales o diagonales irregulares.
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Figura 17. Parénquima lefioso paratraqueal. a) escaso, b) unilateral, ¢) vasicéntrico, d) aliforme, )
aliforme confluente, f) en bandas (Giménez et al, 2005).
3. Parénquima marginal. Cuando esta localizado al inicio de una zona de crecimiento se
denomina marginal inicial y cuando se encuentra al final se le conoce como marginal

terminal (Figura 11).
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Figura 20. Parénquima marginal. A) Marginal inicial, b) Marginal
terminal (Giménez et al, 2005).
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Parénquima radial (Rayos)

Los radios de las latifoliadas tienen la funcion de almacenamiento y conduccion transversal de
las sustancias nutritivas. Presentan gran variedad en forma, tamafio y nimero de células (figura

12). Los radios por el tipo de células que los constituye se clasifican en:

e Radios Homogéneos: formados por un unico tipo de células. Normalmente se refiere el
término homogéneo a radios cuyo tejido estd formado por células horizontales o
procumbentes.

e Radios Heterogéneos: estan formados por mas de un tipo de células: procumbentes y

verticales, en diversas combinaciones.

Los radios homogéneos y heterogéneos pueden ser uniseriados, es decir constituidos por una
hilera de células en la seccion tangencial; o multiseriados formados por dos o mas hileras de

células.

Células verticales Células procumbentes
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Figura 12. Tipos de radios. A) Uniseriado heterogéneo, b) Multiseriado homogéneo
(Giménez et al, 2005).

La clasificacion de la altura de radios poliseriados es:

e Muy bajos hasta 200 pm
e Bajos 200 - 500 pm
e Medianos 500 — 800 pm
e Altos 800 — 2 mm

e Muy altos Mas de 2 mm
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La clasificacion del ancho de radios poliseriados es:

Muy angostos hasta 25 um
Moderadamente angostos 25—-50 pm
Medianos 50 -100 pm
Moderadamente anchos 100 — 200 pm
Muy anchos Mas de 200 um

La clasificacion de la abundancia de radios/mm es

Muy pocos Hasta 2
Pocos 2-4
Pocos numerosos 4-7
Numerosos 7—-10
Muy abundantes 10-15
Extremadamente numerosos Mas de 15

Estructura estratificada

En especies mas evolucionadas los elementos axiales pueden estar organizados formando

franjas horizontales regulares o estratos (Wheeler et al., 1989), esto es mas evidente en cortes

tangenciales (figura 13). La estratificacion puede ser de tipo:

e Estratificacion parcial: se presenta cuando algunos elementos estructurales de la madera

(radios parénquima lefioso, fibras y elementos de vaso) estan organizados en capas.

e Estratificacion total: se presenta cuando todos los elementos de la madera (radios,

parénquima lefioso, fibras y elementos de vaso) estan organizados en capas.
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Figura 13. Estratificacion en la madera. a) Estratificacion
parcial, b) Estratificacion total (Wheeler et al., 1989).

La clasificacion de la estratificacion de los radios es:

e Bastos 2 filas 0 menos por mm

e Medios 3-6 filas por mm

e Finos Mas de 6 filas por mm
Inclusiones

Las inclusiones en la madera, son elementos que constituyen un aspecto importante de la madera
desde el punto de vista tecnologico y de diagnostico. Las inclusiones en la madera son a menudo
son gomas y cristales, aunque también puede haber latex en conductos laticiferos y depdsitos de
ceniza o calcio, asi como azucares y almidones dentro de las fibras y del parénquima lefioso. En
la figura 14, se presentan diferentes tipos de inclusiones, cristales, tilosis y gomas. Las gomas
se encuentran a menudo dentro de los vasos y el parénquima lefioso o parénquima radial. Los
cristales son de diversas formas y tipos, a menudo se localizan dentro del parénquima radial y
dentro de células del parénquima lefioso. Ademas de los cristales, puede haber en la madera
otras sustancias organicas como compuestos fenolicos e inorgédnicos (carbonatos, sulfatos,
oxalatos). La tilide o tilosis, este es un material membranoso que ocluye parte o la totalidad del

lumen de los elementos vasculares. Es el resultado de la excresencia de una célula
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parenquimatosa radial o lefiosa, a través de la cavidad de una puntuacion (Wheeler et al., 1989;

Giménez et al, 2005).

Figura 14. Inclusiones de la madera. a) y b) Cristales en forma de drusa, c¢) Cristales
prismaticos en hilera, d) Tilosis, €) Goma (Wheeler et al., 1989; Giménez et al,
2005).

2.2 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE LA MADERA

2.2.1 Microscopia Optica (MO)

La microscopia Optica ha sido de gran utilidad en los campos de la ciencia donde la estructura
y la organizacidon microscopica es importante, nos permite conocer la microestructura de las
muestras mediante la interaccién con un haz de luz (fotones). La informacion que se obtiene a
través del estudio al microscopio Optico es muy significativa para identificar y caracterizar los
materiales, asi como para establecer las técnicas empleadas en su preparacion o niveles de

degradacion de los mismos (Ubero, 2020).
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El principio de funcionamiento de un microscopio Optico se basa en la propiedad de algunos
materiales que permiten cambiar la direccioén de los rayos de luz (Figura 15). En el caso de un
microscopio Optico se genera la imagen aumentada al hacer converger o divergir los rayos de
luz partir de distintas lentes; algunos montados en el objetivo del microscopio y otros en el
ocular. Primeramente, las lentes del objetivo generan una imagen real aumentada de la muestra,
esta imagen es a continuacion ampliada mediante las lentes del ocular dando lugar a una imagen
virtual de tamafio superior a la muestra original. Los aumentos en MO vienen dados por el
producto de la magnificacion de los oculares con la de las lentes-objetivos (Fernandez, 2020;

SCAL 2016).

Un elemento esencial para el funcionamiento del microscopio optico es la luz, por este motivo
los microscopios Opticos vienen equipados con un foco de luz y un condensador para focalizar
un haz de luz hacia la muestra. Una vez la luz ha atravesado la muestra, las lentes son las
encargadas de desviar esta luz de forma correcta para generar la imagen aumentada (Fernandez,

2020).
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Figura 15. Esquema de funcionamiento del microscopio optico (Fernandez 2020).

2.2.2 Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

La microscopia electronica de barrido es una técnica de obtencion de imagenes ampliamente
utilizada debido a su alta resolucion y capacidades de analizar caracteristicas morfolédgicas,
estructurales y quimicas de las muestras bajo estudio. Esta técnica de caracterizacion superficial
ha sido empleada en campos como biologia, materiales, ciencias ambientales, geociencias, etc.
La MEB permite observar muestras con una resolucion de 4 nanémetros con magnificaciones

entre 5X - 300,000X (Clavijo, 2013). Se requieren dos condiciones para analizar muestras en
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un MEB, uno que la muestra se encuentre libre de humedad y que sea conductiva. Las muestras
no conductoras necesitan una cubierta metéalica para lograr su observacion, generalmente una

cubierta de oro o con carbono (Ipohorski y Patricia, 2013).

Un equipo de MEB se encuentra principalmente compuesto por un emisor de electrones, una
columna y diferentes lentes electromagnéticas. La funcion del emisor es generar un haz de
electrones con energias entre 300 y 30000 eV, el cual viaja a través de la columna (Vacio de 10-
4 Pa). En la columna el haz de electrones pasa a través de las diferentes lentes electromagnéticas
y un sistema de deflexion que permite manipular el haz de electrones y hacerlo incidir para
llevar a cabo un barrido superficial de la muestra (Clavijo, 2013), este esquema de

funcionamiento se aprecia en la figura 16.

Una vez que los electrones incidentes interaccionan con la superficie de la muestra se generan
diferentes sefales: electrones secundarios (SE), electrones retro-dispersados (BSE) y rayos X.
Estas sefales son capturadas por distintos dispositivos detectores que registran cada uno la
cantidad de electrones detectados y nos brindan informacion especifica, los rayos secundarios
producen imagenes de morfologia superficial de la muestra, los electrones retro-dispersados
producen imagenes con diferente brillantez en funcion de la composicidon quimica y topografia
de la superficie y los rayos X proveen informacién cualitativa de composicion quimica de la
muestra de manera rapida y eficiente, realizando un analisis semi-cuantitativo de los elementos
detectados (Ipohorski y Patricia, 2013), con este tipo de informacion generada se puede a

obtener informacioén morfolodgica, textura y de composicion quimica elemental de la muestra.

La microscopia electronica de barrido es una técnica que permite caracterizar una gran variedad
de materiales, como nano-estructurados, aleaciones metélicas, polimeros, minerales, fibras,
peliculas delgadas, biomateriales, etc. Los nuevos microscopios electronicos de barrido pueden
operar en condiciones de alto Vacio (10-6) torr), bajo Vacio (10-2 a 1 torr) y modo ambiental
(1 a 20 torr), permitiendo estudiar muestras con un alto contenido de humedad. La ventaja de
las modalidades bajo vacio y ambiental es que se pueden analizar muestras sin necesidad de

preparacion previa, como el metalizado o secado (Hanako, 2020).
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Figura 16. Microscopio electronico de Barrido (adaptado de Clavijo, 2013).

2.2.3 Tomografia computarizada de rayos X (TCR-X)

La tomografia computarizada es una técnica de diagndstico por imagen basada en rayos X que
permite obtener imagenes 2D y 3D de diferentes tipos de estructuras. Desde su introduccion ha
experimentado sucesivos avances que han hecho posible la aplicacion en diferentes campos.
Esta técnica posee la ventaja de analizar las muestras sin necesidad de pretratamientos (Caeiro

et al., 2015).

La TCR-X se basa en la atenuacion que sufre un haz de fotones de rayos-X al atravesar un
espesor de materia. Cuando un haz de fotones atraviesa un material, sufren interacciones que
dependen de su energia y las propiedades (la densidad y el nimero atdmico) del material que
esté siendo irradiado. El espectro de rayos-X generado es dirigido hacia un detector de rayos-X
y dentro de esta trayectoria es colocado el objeto de estudio, los fotones inciden sobre el detector,
dispositivo de carga acoplada (CCD) con propiedades fotoeléctricas (capta fotones y libera

electrones), los electrones liberados en el CCD cargados negativamente son atraidos y
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congregados alrededor de los electrodos; cada electrodo corresponde a un elemento del mosaico
digital o imagen, conocidos como pixel. Posteriormente se lleva a cabo la operacion de traspaso
de electrones a un canal de lectura (hilera de electrodos sin electrones acumulados) y de ahi a
un amplificador de salida donde se hace el recuento de electrones para que la imagen quede

codificada numéricamente (Hsieh, 2009; Landis, 2010), (figura 17).

El analisis de la estructura de la madera es relativamente moderno, las ventajas de esta técnica
de analisis son: se obtiene una vision tridimensional de la estructura interna y se pueden realizar
analisis in-situ de las muestras, segmentacion de fases. Por otra parte, el reducido campo de
vision de estudio, y la necesidad de equipo especializado son desventajas de la técnica

(Ballesteros et al., 2013; Olmos et al., 2016).
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Figura 17. Esquema de funcionamiento del Tomodgrafo de rayos X
(Adaptado de Shearer et al, 2016).
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3. ANTECEDENTES

3.1 GENERALIDADES DE LA ESPECIE

3.1.1 Distribuciéon

Dalbergia ruddae se ha encontrado en la region costera de Chiapas en el area del Soconusco,
entre los municipios de Escuintla, Acacoyagua y la Esperanza. La especie crece en regiones
perteneciente a selva alta perennifolia, donde predominan suelos arenosos y humedos, muy
cerca de la costa y en vegetacion riparia. Los arboles llegan a alcanzar hasta los 25 m de altura

y 40 cm de diametro (Linares y Sousa, 2007).

3.1.2 Descripcion botanica

Dalbergia ruddae J. Linares & M. Sousa.

Nombres comunes: Corazén bonito, Tepenahuastle, Frijolillo.

Es un arbol de crecimiento lento, llega a medir de 7 - 25 m de altura. Desarrolla un fuste limpio
de hasta 6 m, con didmetros de 80 cm. El arbol presenta una copa amplia con ramas fértiles,
estriadas y ligeramente negruzcas (Figura 18 a). La corteza es fisurada de color castafio-grisaceo
comunmente con abundante musgo (Figura 18 c). Las hojas miden de 19-32 cm, son densas o
medianamente pubescente; los foliolos son de ovados a oblongo-elipticos, la base ligeramente
oblicua, cuneada a obtusa, el borde liso, el apice agudo a acuminado y la nervadura central
prominente por el envés (Figura 18 b). Las inflorescencias son paniculas axilares, relativamente
densas, originadas en ramas muy jovenes. Los frutos son vainas oblongas de color claro pajizos
a café al madurar, atenuados hacia la base y mucronados en el apice. La especie florece de enero

a febrero y fructifica probablemente de octubre a diciembre, (Linares, 2007).
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Figura 18. Ejemplar de D. ruddae: a) arbol, b) hojas y vainas, c) corteza (Fuente: autor).

3.1.3 Usos

En México la madera del genero Dalbergia madera ha sido usada de manera tradicional para la
construccion de muebles y artesanias desde la época virreinal (Linares y Sousa, 2007; Cervantes,
2016), construcciones rusticas (palapas) en las costas del Pacifico de México. Las excelentes
propiedades acusticas de este recurso hacen que sea empleada en la construccion de
instrumentos musicales como lo son: teclas de marimba, instrumentos musicales como guitarras

y mandolinas (Guridi, 1996).
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3.1.4 Importancia de la especie

e Ecologica: Se ha reportado que las especies del género Dalbergia establecen relaciones
simbioticas con rizobios para la fijacion de nitrogeno. Esta funcidon tiene un papel

importante en los ecosistemas ya que mejora la fertilidad de los suelos.

e Economica: Las especies maderables del género Dalbergia se distinguen porque su
duramen es considerado de alto valor econémico por su belleza, durabilidad y excelentes
propiedades fisicas, mecénicas y acusticas (Cervantes, 2016). Asi mismo, producen
metabolitos antimicrobianos y antifungicidas (Barragan-Huerta et al., 2004; Rutiaga-
Quifiones et al., 2010), ademas de tener propiedades antibiéticas, antioxidantes y

actividades citotoxicas.

3.2 Microscopia Optica y Microscopia electronica de Barrido

El analisis de la anatomia de la madera mediante microscopia Optica y microscopia electronica
de barrido ha sido ampliamente utilizado para la caracterizacion, identificacion y separacion de
especies, asi mismo para detectar cambios en la morfologia estructural de la madera sujeta a

algln tratamiento.

Gasson et al., (2010), utilizan la microscopia Optica para caracterizar anatdbmicamente la madera
de Dalbergia nigra y establecer que la frecuencia de poros (poros/mm?) y la abundancia de
rayos (radios /mm) como caracteres de valor diagnodstico para diferenciar a D. nigra de D.

cearensis y D. miscolobium respectivamente.
Wiemann y Ruffinatto, (2012), estudian las caracteristicas anatomicas, algunas propiedades

fisicas y la fluorescencia del duramen de D. stevensonii y D. tucurensis con la finalidad de

diferenciar ambas especies. Encontrando que anatdmicamente son muy similares y el Unico
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caracter que ayuda a su separacion es la densidad, la cual es mayor en D. stevensonii 0.93—1.17

g/cm® y 0.65-0.82 g/cm? para D. tucurensis.

Ruiz-Aquino et al, (2016), utilizan la microscopia optica y determinan algunas caracteristicas
como lo son: poros son solitarios, radios multiseriados, parénquima apotraqueal difuso en
agregados, fibras libriformes y fibrotraqueidas. Ademads, utilizan la MEB para analizar las
tilides y las puntuaciones areoladas alternas en elementos de vaso en la madera de Quercus

laurina y Q. crassifolia.

Gongalves, Marcati y Scheel-Ybert, (2012), analizan mediante MO y MEB la estructura
anatomica de la madera de D. violacea y Stryphnodendron polyphyllum, antes y después de la
carbonizacion de las mismas. Reportan la reduccion del didmetro tangencial de los vasos y la

contraccién de radios (en ancho) como los cambios mas evidentes después de la carbonizacion.

3.3 Tomografia computarizada de Rayos-X

Los analisis de la madera que se han realizado mediante tomografia han sido para diversos fines,
por ejemplo, la caracterizacion estructural de la madera, identificacion de especies, observar
deformaciones en la madera debido a algln tratamiento o la localizacion de sustancias ajenas a

la madera.

Rivera Ramos et al, (2020), utilizan la TCR-X para analizar una seccién de 0.1 x 0.1 x 1 cm de
madera de Eucalyptus nitens y cuantificar el diametro de fibra y de lumen para las fibras.
Ademas, reportan microgrietas de la pared celular como resultado de las dificultades al flujo del
agua, abultamiento de las paredes tangenciales de la fibra y a las regiones de escasa conectividad

entre células.

Olmos et al (2016), utilizan la técnica de TCR-X para analizar la estructura 3D de la madera de
Pithecellobium pallens preservada con hidréxido de calcio (Ca(OH)2). Reportando que las

particulas preservantes se alojan en las paredes de los tejidos lefiosos.
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Derome et al, (2011), analizan los cambios tridimensionales microscopicos de la madera de
Picea abies, encontrando que la madera tardia presenta mayor movimiento ante la contraccion
y el hinchamiento comparado con la madera temprana. Ademas, las deformaciones radiales de

la madera temprana son menores a un tercio de la deformacion tangencial.

Mizumo, (2010), utiliza la TCR- X para caracterizar estructuralmente la madera de una mascara
de madera datada del siglo XVI. En la muestra de madera se pudo observar desde la porosidad
difusa, rayos heterogéneos uniseriados y perforacion simple, dichas caracteristicas ayudaron a

determinar que la madera en estudio pertenece al género Salix sp.

Bulcke et al (2009), reportan la caracterizacion anatomica de Pinus silvestris, Fagus sylvatica,
Disthemonanthus benthamianus y Afzelia bipindensis realizada a partir de TCR-X. Ademas,
mencionan que esta técnica es un complemento muy avanzado de las técnicas ya existentes,
permite al usuario visualizar el material con un tamafio de voxel cercano <1 pm para muestras
pequefias (<1 mm). Asi mismo, con ayuda de software de procesamiento se pueden obtener

datos cuantitativos sobre la madera en dos y tres dimensiones.
Tritik et al (2007), realizaron la reconstruccion 3D del duramen de Picea abies haciendo énfasis

en diametro, el lumen y el torus de las traqueidas. Utilizando una muestra de 0.2x0.2 mm y un

tamafio de voxel de 7pum.
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4. OBJETIVOS

4.1 General:

Implementar microscopia Optica, microscopia electronica de barrido y tomografia
computarizada de rayos X, en analisis de la madera, para determinar la viabilidad del uso de las
tres técnicas en conjunto, caracterizando de forma detallada la estructura anatomica de la madera

de Dalbergia ruddae.

4.2 Especificos:
» Realizar el analisis de la madera de Dalbergia ruddae mediante:
- Microscopia 6ptica
- Microscopia electronica de barrido

- Tomografia Computarizada de rayos X

5. HIPOTESIS

La observacion y el analisis mediante microscopia Optica, microscopia electronica de barrido y
tomografia computarizada de rayos-X aportan informacion complementaria para una

caracterizacion anatémica de la madera mas detallada.

6. JUSTIFICACION

La caracterizacion anatomica de la madera se realiza principalmente por microscopia Optica y
microscopia electronica. Estas técnicas proveen un analisis de imagenes 2D de alta calidad.

La tomografia de rayos X permite observar la microestructura de la madera en 3D. Ademas, de
la visualizacion de las trayectorias de células y cuantificacion de componentes ajenos a la
madera. La combinacion de estas tres técnicas para el estudio de D. ruddae pudiera ser
complementaria para un analisis mas detallado de dicha especie de importancia comercial por
sus cualidades acusticas empleadas en la elaboracion de guitarras finas y que se encuentra en el

apéndice II de CITES.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Caracterizacion del material de estudio.
El arbol seleccionado para el presente trabajo procede de la localidad de Mariscal perteneciente
al municipio de Tumbald, Chiapas. El sitio de colecta se ubica entre las coordenadas
17°21°00.48” N y 92°21°50.12” O. La localidad se encuentra a una altitud 978 metros sobre el
nivel del mar. La region pertenece a selva mediana y alta perennifolia. El clima es célido-
himedo con lluvias todo el afio, temperatura media anual de 28.6°C y precipitacion media anual

de 3369.5 mm (INEGI, 2010).

El arbol de Dalbergia ruddae se colecto siguiendo la metodologia propuesta por Ramos y Diaz
(1981), presentaba una altura promedio de 15 m y un didmetro a la altura del pecho de 42 cm.
El material colectado se habilitd en tablillas de xiloteca de 1.5 X 7 X 15 cm, con las que se
describieron las caracteristicas macroscopicas y organolépticas. La rodaja obtenida se utilizo

para habilitar el material para el presente estudio (Figura 19).

Figura 19. Material de estudio de Dalbergia ruddae. a) arbol, b) rodaja.

En la figura 20 se muestran las tablillas de D. ruddae. La madera de albura posee un color que
va del blanco al amarillo palido de acuerdo a las tablas munsell, (1975); HUE 2.5 Y 8/2, HUE
5Y 8/4. El duramen es de un color rosa a marron claro rojizo (HUE 5YR 6/4, HUE 5YR 7/4)
con vetas café rojizo obscuro (HUE 5YR 3/3). La madera no presenta olor, el sabor es

ligeramente amargo y astringente. La textura es media tendiendo a fina con hilo entrecruzado.
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El veteado de la madera es pronunciado, con disefio veteado en la corte radial y parabdlico
cromatico en corte tangencial. El brillo de la madera es medio. La densidad de la madera es de

0.76 —0.78 g/cm’ clasificada como una madera de densidad alta de acuerdo con Lincoln, (1986).

Figura 20. Madera Dalbergia ruddae.
a) superficie transversal, b) superficie tangencial y c)
superficie radial.
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7.2 Elaboracion de muestras para microscopio optico.

Las muestras para microscopio optico se habilitaron a partir de cubos de madera (2x2x2 c¢cm con
caras representativas X, Tg y R). Los cubos se sometieron a un proceso de ablandamiento por
medio de coccidén durante 400 horas a ebullicion normal (Kukachka, 1977).

Los cortes se obtuvieron en un micrétomo Leitz Wetzlar ® a un grosor de 30-40 micras. Una
parte de los cortes se blanquearon con una solucién de 1/4 de hipoclorito de sodio al 5% y 3/4
partes de agua destilada, se lavaron y en seguida se tifieron con safranina por 10 minutos;
posteriormente se lavaron con alcohol al 60 %. La otra mitad se dejo al natural y ambos grupos
de cortes se deshidrataron gradualmente con alcoholes: 70% y 80% por 1 h en cada
concentracion, 96% (50 minutos) y al 100% (5 minutos), se aclararon con xilol durante 1 minuto
(Figura 21). La observacion y obtencion de las imagenes de los elementos constitutivos se

realiz6 con un microscopio Carl Zeiss con camara.

Figura 21. Elaboracion de cortes histologicos. a) microtomo de deslizamiento, b) cortes de D. ruddae, c)
muestras para microscopio optico.

7.2.1 Elaboracion de material disociado
La figura 23 ilustra parte del proceso para la obtencion del material disociado. Las astillas se
obtuvieron de la cara radial de los cubos previamente ablandados. Las astillas se colocaron en
tubos de ensaye y se les agregod la mezcla disociadora (acido acético glacial, acido nitrico, acido
lactico y glicerina 1:1:1:1). Los tubos de ensaye se taparon con papel aluminio y se dejo reposar
durante 24 horas, transcurrido el tiempo el tubo se sometié a bafio maria durante 15 minutos.
Después se taparon los tubos de ensaye con un tamiz de nylon (para retener el material
disociado), se lavaron 5 veces con agua destilada para eliminar residuos de la mezcla y se

dejaron escurrir. Una vez lavado el macerado se tifio con pardo de Bismarck durante 15 minutos
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y se volvid a lavar 5 veces con alcohol al 60 %, posteriormente se vertid el macerado en una
caja de petri con alcohol al 70% para después montarse en un portaobjetos, con ayuda de un
pincel y una aguja de diseccion, distribuyéndolas uniformemente; las muestras obtenidas se
dejaron secar por 8 dias a temperatura ambiente y 1 hora bajo la luz de una ldmpara, una vez

secas se les coloco xilol para aclararlas, resina de montaje y se les adicion6 el cubreobjetos, se

dejaron secar y posteriormente se limpi6 los restos de resina (Figura 22).

Figura 22. Elaboracion de material disociado. a) Astillas en baflo maria, b) Material disociado, ¢) Muestra de
material disociado

7.3 Elaboracion de probetas para tomografia computarizada.
A partir de la rodaja destinada para el estudio anatomico se obtuvieron las probetas para el
analisis con TCR-X. Las probetas se habilitaron a partir de piezas con seccion de 5x5x30 mm.
Las piezas se obtuvieron de la albura y el duramen, posteriormente estas piezas fueron torneadas
hasta obtener un cilindro con didmetro de 4mm (Figura 23). El seccionamiento de las muestras

se realizé con una navaja de acero manual y un torno.
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Figura 23. Elaboracion de probetas para tomografo. a) Rodaja, b) Pieza de 5x5x30 mm, c) Probetas para tomografo.

La adquisicion de las imagenes se llevo a cabo en un equipo de tomografia Xradia Zeiss Versa
510 (Figura 24). Para ello en una probeta libre de irregularidades se defini6é una region de 4 mm
de longitud la cual se mont6 sobre el cabezal porta muestras y se procedié a analizar.
Posteriormente a la misma probeta se desbasto hasta obtener un cilindro de 1 mm de diametro,
al cual se le realizo el mismo tratamiento. Las imagenes 3D para la caracterizacion de las células

de la madera se obtuvieron a un tamafio de voxel de Sy 1 pm.

Figura 24. Tomodgrafo Xradia Zeiss Versa 510

7.4 Elaboracién de muestras para microscopio electronico de barrido

Las muestras para el microscopio electrénico de barrido fueron habilitadas a partir de las
probetas utilizadas para TCR-X, esto con la finalidad de observar la misma region en ambas
técnicas. En la figura 25a se muestra una probeta circular de 4 mm de didmetro, en la cual se
definid un érea de interés. Los cortes tipicos transversal, radial y tangencial se realizaron con
ayuda de una navaja de acero y de manera manual. La probeta de 3x3x3 mm (Figura 25 b) se
analizo con el Microscopio electronico de barrido JEOL JSM-IT300 (Figura 26). El proceso se
realizd a condiciones de bajo vacio por lo cual no fue necesario recubrir la muestra con ninglin
material. El andlisis permiti6 obtener imagenes de los cortes tipicos y los elementos estructurales
a distintas magnificaciones. Adicionalmente se seleccionaron areas de interés que contenian

fibras, cristales y gomas para realizar la determinacion quimica elemental.
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Figura 25. Muestra para microscopio electronico de barrido. a) pieza
utilizada para TCR-X, b) probeta con cortes tipicos vista a 20 aumentos.

7.5 Determinacioén de caracteristicas de elementos estructurales.

La descripcion microscopica de la madera se realizd siguiendo la nomenclatura propuesta por

la International Association of Wood Anatomists (IAWA, 1989).

Las mediciones de los elementos se realizaron a partir del material disociado, los cortes
histologicos, las microfotografias y tomografias. Se tomd un tamafio de muestra de 50
mediciones para cada una de las caracteristicas: diametro tangencial de poros, abundancia
(poros/mm?), ancho y alto de radios, radios/mm, estratos/mm, longitud de elementos de vaso,
longitud de fibra, didmetro de fibra, didmetro de lumen, grosor de paredes. También se

determinaron caracteres como porosidad, arreglo de los poros, tipo de parénquima lefioso.
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Las mediciones y procesamiento de tomografias se realizaron con el software ImageJ® version
1.45. Para los caracteres medidos se reporta el promedio, valor minimo, valor maximo. Ademas

se mencionan en orden de abundancia.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 Descripcion Microscopica

La figura 27 muestra cortes transversales de la madera de Dalbergia ruddae, en la que se observa
que presenta porosidad difusa. Los poros son de contorno eliptico, con pared de 7.3 -11 um y
algunos se observa saturados de gomas. El arreglo de poros es de tipo solitarios, multiples
radiales de 2,3 escasos de 4-5, agrupados de 3 y 4, escasos de 8 donde se combinan poros grandes
con muy pequefios y multiple en diagonal de 2, (Figura 27-28). Los poros son poco numerosos
en abundancia encontrando de 3 (2-5) poros/mm? y presentan didmetro mediano con 156 pm
(40-256 um). El parénquima lefioso es de tipo apotraqueal difuso y difuso agregado,

paratraqueal unilateral y escaso paratraqueal en bandas y paratraqueal aliforme (Figura 28).

Las caracteristicas como la porosidad y el arreglo de poros se pueden definir claramente en las
tres técnicas. La zonacion solo se aprecia mediante la MO. El parénquima lefioso y los poros se
aprecia en las tres técnicas, resaltando que en la MO el parénquima lefioso se define mejor que

en las otras técnicas.

Poro solitario

Poro miltiple

i r'adiallde 2

Figura 27: Cortes transversales de Dalbergia ruddae: a) Tomografia computarizada, b) Microscopia Optica.
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Figura 28. Microfotografias transversales de Dalbergia ruddae: a) Microscopia optica, b) MEB y ¢) Tomografia
computarizada.

Las figuras 29 y 30 muestran microfotografias tangenciales y radiales respectivamente. En las
cuales se aprecian los radios de tipo triseriados, biseriados, parcialmente biseriados, uniseriados,
escasos poliseriados de 4, también se observan radios fusionados por los extremos (en hileras
de 2 y 3, estos radios interrumpen la estratificacion) con una longitud de 266 um (194-426.8
um). Los radios son muy abundantes encontrando de 15-17 radios/mm, son muy bajos de altura
con 125.5 pm (73-164 pum) y moderadamente angostos con 27.7 pm (19.6 — 39.2 um). La
especie presenta estratificacion de radios y elementos de vaso, el parénquima lefios tiende a

estratificarse. La composicion de los radios es heterogénea y homogénea.

El corte tangencial permite determinar el tipo, la longitud y el ancho de los radios, asi mismo
determinar la presencia de estratificacion. Dichas caracteristicas se pueden definir claramente
en las tres técnicas. El corte radial permitié determinar la composicion de los radios y las

inclusiones en las tres técnicas.
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Figura 29. Microfotografias tangenciales de D. ruddae: a) Microscopia Optica, b) Microscopia electronica de barrido,
¢) Tomografia computarizada.
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Figura 30. Microfotografias Radiales de D. ruddae. a) Microscopia Optica, b) Microscopia electronica de barrido, ¢) Tomografia
computarizada.

Los elementos de vasos son de longitud muy cortos con 167 um (106.7- 213.4 um), con placa
de perforacion simple de horizontal a ligeramente inclinada y punteaduras intervasculares
areoladas alternas y areoladas opuestas con abertura eliptica y hornamentaciones (Figura 31 y
32a). La longitud de los elementos de vaso cominmente se determina en el material disociado,
aunque también se puede realizar en corte tangencial. Las puntuaciones intervasculares se
aprecian con mayor detalle con la MEB en comparacién con MO. La resolucion empleada en
TCR-X no permitio la determinacion de las caracteristicas del vaso, la figura 32 ilustra la

trayectoria y visualizacion 3D de los elementos de vaso.
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Figura 31. Elemento de vaso visto en microscopia optica. A) vaso visto en material disociado,

b) Punteaduras del elemento de vaso.

Figura 32. Elementos de vaso visto en MEB y TCR-X. a) Punteaduras del elemento de vaso visto en MEB, b)
visualizacion 3D de elementos de vaso.
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Las fibras son de tipo libriforme se observan en la figura 33a. Estas tienen longitud media con
1425.5 pm (1115-1697). Son de diametro fino 20.9 (11-24) y pared celular delgada 11.3 um
(figura 33b). Este elemento estructural solo se pudo observar en microscopia Optica a partir del
material disociado. Las caracteristicas de la fibra Unicamente se determinaron con la
microscopia Optica a partir del materias disociado, con la MEB tinicamente se pudo determinar
el diametro y espesor de paredes. La resolucion empleada en la TCR-X no permiti6é definir

detalladamente las fibras

Figura 33. Fibras de D. ruddae. a) Fibras en material disociado vistas en MO,

b) Fibras en corte transversal vistas en MEB

El anélisis quimico elemental realizado a las fibras arrojo como principal componente al carbono
con 35.11%, oxigeno con 44.3% y calcio con 20.59%. Los componentes de la madera son
celulosa, hemicelulosa y lignina en diferentes proporciones. La celulosa y hemicelulosa
quimicamente son polimeros de glucosa, a su vez la lignina esta constituida por unidades de
fenil propano, (Dietrich y Ebray, 1989). Estos tres componentes de la madera son compuestos a
base de carbono y oxigeno unidos a diferentes grupos funcionales. Lo cual se ve reflejado en el
analisis elemental realizado a la presente especie, donde tenemos como elementos mayoritarios

al carbono y el oxigeno.
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Las inclusiones presentes en la madera fueron cristales, almidones y gomas de color marréon
rojizo en los poros y parénquima lefioso, las cuales se observan en la figura 34. Las gomas
presentes en D. ruddae se componen de: carbono 64.20%, oxigeno 34.86%, sodio 0.06%,
magnesio 0.09%, silicio 0.06%, azufre 0.04%, potasio 0.07%, calcio 0.61%. Estudios realizados
han demostrado que los extractivos presentes en este género son similares, por ejemplo, D.
congestiflora presenta ceras, resinas y esteroles (Martinez-Sotres et al, 2010). Por lo cual se

infiere que estos compuestos estan presentes en la especie de estudio.

Figura 34. Gomas de la madera vistas en diferentes técnicas. a) Microscopia éptica, b) MEB, ¢) TCR-X

En la figura 35. se observan cristales prismaticos de silice en hileras verticales de 2-7 y granulos
de almidoén estos tltimos encontrados unicamente en la albura. Los cristales de silice tienen gran
importancia en las cualidades de trabajabilidad, debido a su efecto abrasivo sobre las
herramientas de corte. Los cristales observados estos ocupan el 0.11% de un volumen de 1 cm?
(Figura 36)y de acuerdo a lo arrojado por el analisis quimico elemental los elementos presentes
en su mayoria son silice 13.86%, magnesio 9.46 %, carbono 26.61% y oxigeno 42.22%,

encontrandose trazas de hierro 6.77%.
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Cristales

Cristales

Figura 35. Cristales de la madera vistos en diferentes técnicas. a) Microscopia optica, b) MEB, ¢) Tomografia.

La parte inorganica de la madera puede ser de 0.1-5% en especies tropicales. Estos minerales
no solo se depositan en las paredes celulares, sino también en los limenes o formando
estructuras como los cristales. Los minerales mas comunes son: Na, Si, B, Mn, Fe, Cu, Zn, Ag,
Au, Ba, Co, Cr, Ni, Pb, Sn. Estos elementos se encuentran formando parte de carbonatos,

oxalatos, silicatos, fosfatos y sulfatos en diferentes formas geométricas (Avila, 2012).

1 mm

Figura 36. Cristales de D. ruddae vistos en 3D.

43



Las inclusiones se observaron detalladamente con MO y MEB, para la TCR-X se necesita mayor

resolucion para definir claramente los cristales y los granulos de almidon.

En el cuadro 1 se muestra el resumen del comportamiento de las tres tecnicas empleada frente
al analisis de los diferentes caracteres anatomicos observados. La MO es muy versatil ya que en
ella se pueden analizar detalladamente el 100% de los caracteres. La MEB permite un analisis
del 80% de los carcateres y adicionalmente nos arroja la composicion quimica elemental de la
muestra. La TCR-X permite analizar el 70% de los caracteres con la ventaja de la visualizacion

3D de las células.

Cuadro 1.Caracteristicas analizadas mediante MO, MEB y TCR-X.

Caracteristica anatomica MO MEB TCR-X

Vasos Porosidad v v v
Arreglo de poros 4 4 v
Poros /mm? v v v
Longitud, tipo de punteaduras v v *

Fibras Diametro, longitud, L, . .

espesor de paredes

Radios Ancho y Alto v v v
Radios /mm v v v
Estratificacion v v v
Parénquima lefioso v * ¢
Inclusiones 4 v v
Composicién guimica elemental No v No
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Separacion y cuantificacion de elementos No No v

Seccion de observacion Imm? - Spum — 0.027 mm? -

1 cm? 4 mm? 1 cm?

v Bien definido
*  Se aprecia con dificultad

La madera de D. ruddae tiene un gran parecido a la madera de D. palo-escrito, por lo que, en
esta etapa de finalizacion de resultados, se presenta el cuadro 2, con una comparacion de
caracteristicas de estas dos maderas.

Las caracteristicas organolépticas de D. ruddae son similares a D. palo-escrito. Algunas
diferencias se observaron en el color del duramen de D. ruddae es castafio claro rojizo a castafio
naranja con vetas pronunciadas castafio obscuro rojizo, diferenciandose del color de D. palo-
escrito que es castafio rojizo ligeramente violaceo con vetas pronunciadas de color oscuro casi
negras. El sabor ligeramente amargo y astringente presente en D. ruddae e imperceptible en D.
palo-escrito. La densidad de D. ruddae se encuentra entre 0.75 - 0.78 g/cm® siendo més alta
comparada con D. palo-escrito (0.54-0.60 g/cm?®) y encontrandose dentro del rango de densidad
reportada por Richter et al. (1996) para otras especies del genero Dalbergia (0.60-1.35 g/cm?).
La madera de D. ruddae no presenta olor después de seca, distinguiéndose de otras especies del
mismo género conocidas comercialmente como “rosewood” debido a que presentan un olor

caracteristico similar a la rosa de castilla o a canela (Meier,2016).

La madera de D. ruddae presenta caracteristicas microscopicas similares a la madera de D. palo-
escrito como lo es la zonacion notoria, porosidad difusa, poros (solitarios, multiples radiales,
diagonales y agrupados), elementos de vaso cortos con perforacion simple y punteaduras
intervasculares areoladas alternas. Se observaron pequeias diferencias en la abundancia de
poros encontrando 2-7 poros/mm? en D. ruddae y de 1-14 poros/mm? en D. palo-escrito, asi
mismo para el diametro de poros encontrando de 40-256 um en D. ruddae y 38.8-145.5 um
en D. palo-escrito. Las fibras de D. ruddae son de tipo libriforme con una longitud entre 1.11 -

1.69 mm, las cuales son ligeramente mas largas que D. palo-escrito (0.77-1.69 mm). El
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parénquima lefioso apotraqueal difuso, paratraqueal vasicentrico, P. aliforme y marginal se

observd en ambas especies. D.

ruddae tiene en mayor proporcion radios triseriados,

contrastando contra los biseriados que son mas abundantes en D. palo-escrito. La abundancia

de radios es mayor en D. ruddae de 15-17/mm comparados con 9-14 /mm de D. palo-escrito.

La altura y ancho de los radios se encuentran en rangos muy similares en ambas especies.

Las inclusiones como gomas y cristales prismaticos se encontraron en ambas especies. Los

cristales en D. ruddae fueron abundantes y se encontraron tinicamente en el parénquima lefioso.

La abundancia de cristales puede afectar en el procesamiento mecanico de la madera debido al

efecto abrasivo de los cristales en las herramientas de corte.

Cuadro 2. Caracteristicas organolépticas y microscopicas de las maderas de D. ruddae y D.

palo-escrito.
D. ruddae D. palo-escrito
J. Linares & M. Sousa Rzed. & Guridi-Gémez
Caracteristicas generales
El duramen es de color -
N . . El duramen es de color castafio
castafio claro rojizo a naranja o "y
. rojizo ligeramente violaceo con
con vetas pronunciadas .
~ . vetas pronunciadas de color
Color castaflo obscuro rojizo .
0scuro casi negras.
La albura es de color crema
. La albura es de color crema
a beige
Olor No se aprecia No se aprecia
Ligeramente amargo .
Sabor £¢ goy No se aprecia
astringente
Textura Media Media tendiendo a fina
. - Pronunciado con disefio
Pronunciado con disefio . L 1e
. e 1 policromatico 'y parabdlico
policromatico  parabdlico . .
veteado - irregular (Tg) y veteado sinuoso
(Tg) y diseio veteado .
. . (R) [vetas con apariencia de
ligeramente sinuoso (R) .
caligrafia]
Hilo Entrecruzado Ligeramente entrecruzado

46



Brillo Medio tendiendo a alto Alto
Densidad 0.75- 0.78 g/cm® 0.54-0.6078 g/cm’
POC(-) notoria, debido a una Poco notoria, debido al
franja de fibras de pared mas L :
. ; parénquima  marginal, (se
Zonacion gruesa, (se aprecian lineas aprecian lineas obscuras que
obscuras que asemejan zonas precie as 4
de crecimiento de Smm -1.2 asemejan zonas de crecimiento
cm de amplitud ) ' de 2- 6 mm de amplitud )
Vasos
. . Difusa con tendencia a
Porosidad Difusa semicireular
gghtazrg)s, m(lils‘[:};lse;ssradél‘aflse)s Solitarios, multiples radiales 2-
Arreglo de malti les, en dia onal, 5 (escasos 7), multiple diagonal
poros AoTU I; dos de 3-4 (escafs;os dé y tangencial de 2, agrupados de
8? p 3-6 (escasos de 11)
Poros/mm? Poco numerosos 3 Poco numerosos 5
(2-7) (1-14)
@ de poros Medianos 156 um Medianos 145.5 pm
P (40-256) (38.8-145.5)
Espesor de 7-11 pm 12- 18 um
pared Media Gruesa
Longitud de Muy cortos Extremadamente cortos
elementos de 175.4 pm 167.8 um
vaso (106-213) (106.7-213.4)

Puntuaciones del
elemento de vaso

Areoladas alternas y
areoladas opuestas con
ornamentaciones

Areoladas opuestas con
tendencia a escaleriforme, A.
alternas, con ornamentaciones

Parénquima lefioso

Apotraqueal  difuso, A.
difuso agregado,
Paratraqueal vasicéntrico, P.
en bandas y escaso P.
aliforme y marginal

Paratraqueal vasicéntrico, P.
aliforme, apotraqueal difuso y
A. difuso agregado y marginal
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Radios

Triseriados, biseriados,
parcialmente biseriados,
uniseriados, escasos

Biseriados, triseriados,
parcialmente biseriados,
uniseriados escasos

Tipo poliseriados de 4. poliseriados de 4
Radios fusionados por los Radios fusionados por los
extremos (2 'y 3) extremos (2 'y 3)
Composicion H;teroge’neos y Heterogéneos y homogéneos
omogéneos
. Muy abundantes Muy abundantes
Radios/mm 15-17 9-14

Altura de radios Muy bajos 125.5 pum

Muy bajos 138.3 um

(73-164) (98 —232.8)
. Angostos 27.7 um Angostos 33.3 um
Ancho de radios (19.6 — 39.2) (22— 44.1
Altura de radios 266 um 297.9 um
fusionados (194-426.8) (245-610)
Estratificacion
Radios estratificados, Radios estratificados,
parénquima lefioso parénquima lefioso y elementos
elementos de vaso  con de wvaso con tendencia a
tendencia a estratificarse. estratificarse.
Estratos / mm 5-6 6
Fibras
Tipo Libriforme Libriforme
Longitud de Media 1425.5 pm Media 1304.5 pm
fibras (1115.5-1697.5) (776-1697.5)
@ de fibras Fino 20.9 um (11 - 24) Fino 20.3 um (12.2 — 24.5)
Espesor de
pared Delgadas Delgadas
Inclusiones

Cristales prismaticos en
hileras verticales de 2-7

Cristales prismaticos en hileras
verticales de (8-12 cristales) y
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cristales, gomas de color gomas color castafio marrén

marron (en poros y (en poros y parénquima lefioso
parénquima lefioso). y parénquima radial).
Granulos de almidon en
albura

10.

11.

9 CONCLUSIONES

La microscopia Optica presenta mayor facilidad para identificar las células de la madera
en los diferentes cortes debido a la tincion de los cortes.

Las muestras para MO necesitan de un largo proceso para la obtencion.

Las estructuras menores a Spm se analizan con dificultad mediante MO.

La MEB posee mayor poder de resolucion y profundidad de campo, con lo cual permite
analizar detalladamente todas las estructuras de la madera.

La MEB permite realizar el analisis quimico elemental lo que nos da una idea de los
compuestos que pueden estar presentes en la muestra.

La MEB requiere que la superficie de la muestra a analizar debe estar con un corte libre
de imperfecciones, lo cual resulta dificil de conseguir.

La TCR-X es una técnica util para la adquisicion de imagenes (2D y 3D). El nivel de
detalle obtenido en las imagenes es suficiente para realizar el andlisis anatdmico
descriptivo y cuantitativo, excepto para caracterizar elementos pequefios como las
punteaduras intervasculares.

La TCR-X permite la caracterizacion tridimensional y la segmentacion de fases, a partir
de la cual se puede analizar las trayectorias de las células, localizacion y cuantificacion
de componentes ajenos a la madera.

El voxel empleado en la TCR-X se determina de acuerdo al tamafio de la estructura a
analizar.

La observacion de las células en la TCR-X estuvo limitada tamafio del voxel empleado
y por la nitidez de la imagen ya que nos proporciona imagenes en escala de grises.

Se demostrd que las técnicas empleadas permiten observar la estructura de la madera a
distinto nivel de detalle. De acuerdo a la necesidad del estudio y disponibilidad de

equipo se puede emplear una o mas técnicas en conjunto.
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10 RECOMENDACIONES

1. Serecomienda realizar el analisis quimico de D. ruddae para determinar los compuestos
que estan presentes.

2. Utilizar la MO para estudios de identificacion o caracterizacion anatomica de la madera.

3. Emplear MEB o TCR-X para analizar muestras probenientes de tratamientos o procesos
de transformacion a los que se someten la madera. Por ejemplo impregnacion, muestras
de madera degradada y/o carbonizada. Tambien cuando se necesite analizar y cuantificar
un volumen de madera o el contenido de sustancias ajenas a la madera.

4. Realizar mas estudios de caracterizacion empleando las mismas tecnicas para reforzar

los alcances y limitaciones de las mismas
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12 Apéndices

1. Microfotografia transversal de Dalbergia ruddae donde se aprecia la misma zona de
analisis mediante MEB y TCR-X
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2. Microfotografia tangencial de Dalbergia ruddae donde se aprecia la misma zona de
analisis mediante MEB y TCR-X
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3. Analisis quimico elemental de goma de duramen de Dalbergia ruddae
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