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Abreviaciones y Términos Utilizados.

Cutícula: Capa cerosa externa a la planta que la protege de la

desecación a la que es expuesta en la atmósfera terrestre.

NaN3: azida de sodio.

HCl: Ácido clorhídrico.

Permeabilidad: La permeabilidad es definida como la transmisión de una

sustancia que penetra a través de un material resistente.

Nervadura: Haces vasculares o nerbios que presentan una continuidad

con el sistema vascular del tallo.

Difusión: Extender, esparcir, propagar físicamente..

Radiación UV: Radiación electromagnética cuya longitud de onda está

comprendida aproximadamente entre los 400 nm y los 15

nm.

Microscopio confocal: El microscopio confocal es un microscopio que emplea una

técnica óptica de imagen para incrementar el contraste

y/o reconstruir imágenes tridimensionales utilizando un

”pinhole” espacial (colimador de orificio delimitante) para

eliminar la luz desenfocada o destellos de la lente en

especímenes que son más gruesos que el plano focal.

Silica Gel: Forma granular y porosa de dióxido de silicio fabricado

sintéticamente a partir de silicato sódico, de gran porosidad

siendo un gran absorbente de la humedad.

Fluorecencia: Es un tipo particular de luminiscencia, que caracteriza a las

sustancias que son capaces de absorber energía en forma

de radiaciones electromagnéticas y luego emitir parte de esa

energía en forma de radiación electromagnética de longitud

de onda diferente.

Píxel: es la menor unidad homogénea en color que forma parte de

una imagen digital.



Resumen

La cutícula es una capa de polímeros lipofílicos, tales como cutina y

cutan, generada de manera natural que cubre la capa celular más externa de

las partes verdes de las plantas (incluidas las hojas). En condiciones de sequía

o estrés hídrico, las plantas controlan su hidratación cerrando las estómatas,por

las que usualmente pierden agua. Sin embargo una vez tomada esta acción,

las plantas pueden continuar deshidratándose al perder agua por transpiración

a través de la cutícula. Mayor transpiración implica mayores necesidades de

riego y mayores costos de producción para la industria agrícola por lo que la

permeabilidad cuticular debe ser caracterizada.Además, atendiendo al contexto

climático global (caracterizado por el calentamiento progresivo de la atmósfera

terrestre), resulta de interés el estudio de factores naturales que pudieran afectar

negativa o positivamente la permeabilidad cuticular.

Este trabajo de tesis implica estudiar el efecto provocado por altas dosis de

radiación ultravioleta UV en la permeabilidad de cutículas aisladas de hojas de

limón. Los objetivos principales son determinar algunos de los parámetros físicos

que determinan la variabilidad natural de la permeabilidad (como por ejemplo, el

espesor de la cutículas), y luego medir las dosis de radiación UV que provocan

cambios significativos en la permeabilidad. Este estudio se concentrará en el análisis

de cutículas aisladas de hojas de limón, debido a que estas son elemento de estudio

estándar en el área. Mediciones del espesor se realizarán usando un microscopio

confocal; la permeabilidad se medirá aplicando la ley de Fick (monitoreando la

cantidad de agua que fluye a través de una cutícula aislada). Dada la variabilidad

XVI
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natural esperada, se requiere realizar un gran número de ensayos y el análisis

estadístico de los resultados.



Capítulo 1

Introducción.

1.1. Cutícula vegetal.

Las partes aéreas de las plantas superiores, hojas y estructuras especializa-

das como tallo, flores, frutos, están cubiertas, con excepción de la abertura estomá-

tica1, de una membrana continua lipídica extracelular que se denominada cutícula

como se muestra en la figura 1.1. El principal constituyente de la cutícula es la cutina,

una estructura multicapas secretada, que cubre las paredes celulares de la epider-

mis de las partes aéreas de todas las plantas. Está compuesta por una cubierta

superior de ceras, una gruesa capa intermedia que contiene cutinas embebidas en

ceras (cutícula propiamente dicha) y la capa más baja formada por cutina y cera

mezcladas con sustancias de la pared celular: pectinas, celulosa y otros carbohidra-

tos, constituyendo la capa cuticular (Taiz y Zeiger, 1998). También se ha sugerido

que además de cutina, la cutícula puede contener cutanos, polímeros lipídicos se-

cundarios constituidos por lagas cadenas hidrocarbonadas (Jeffree,1996).

El rol de la cutícula como barrera para la pérdida de agua, parece ser su

función primaria y más importante. La cutícula y, en particular la cera cuticular,

impide o dificulta la vaporización del agua así como la entrada de sustancias

solubles en agua. La cantidad de agua que fluye a través de la planta, depende

del agua que esté presente en el suelo, de las características estructurales y
1Abertura microscópica en la epidermis de las partes verdes de los vegetales superiores que

permite el intercambio de gases y líquidos con el exterior.

1
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funcionales de la planta, y de las condiciones atmosféricas. En cada momento de

su vida, el estado hídrico de la planta depende del balance entre el agua que la

planta absorbe del suelo y la que pierde por transpiración. Las plantas poseen

mecanismos capaces, dentro de ciertos límites, de regular la tasa de absorción

y transpiración, y consecuentemente, el balance hídrico. La transpiración puede

definirse como la pérdida de agua en forma de vapor por las plantas. Sin embargo

difiere de la evaporación desde una superficie libre de agua, porque la transpiración

es modificada por la estructura de la planta y el funcionamiento de los estomas2, los

que operan conjuntamente con los principios físicos que gobiernan la evaporación.

Figura 1.1: Segmento de la estructura de una hoja con los tejidos principales y en la parte

superior la cutícula.

2Estomas: Abertura microscópica en la epidermis de las partes verdes de los vegetales superiores

que permite el intercambio de gases y líquidos con el exterior.
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1.2. Permeabilidad.

La permeabilidad es definida como la transmisión de una sustancia que

penetra a través de un material resistente. En ausencia de grietas y agujeros,

el mecanismo primario para el flujo de gas y vapor a través de una película o

recubrimiento es por difusión activa. Por ejemplo, la sustancia que penetra, se

disuelve en la matriz de la película del lado de alta concentración, se difunde a través

de la película por medio del gradiente de concentración y se evapora del lado de la

otra superficie. La difusión depende del tamaño, forma y polaridad de las moléculas

penetrantes así como del movimiento segmental de la cadena del polímero dentro

de la matriz de la película. Los factores que afectan el movimiento segmental de las

cadenas de polímeros incluyen las fuerzas de atracción entre cadenas tales como

puentes de hidrógeno y fuerzas de Van der Waals, el grado de enlaces cruzados y

el grado de cristalinidad. Los pasos de disolución y evaporación son influenciados

por la solubilidad de la sustancia que penetra en la película. La permeabilidad es

una función de la diferencia en presiones parciales de vapor en los dos lados del

material (Lerici et al.,1985). La permeabilidad de las películas a los gases que pasan

a través de ella, es definida de la misma forma que la permeabilidad al vapor de

agua. La permeabilidad puede ser fuertemente dependiente de la actividad de agua.

La primera ley de Fick, establece que el flujo del permeado, F , es dependiente del

coeficiente de difusión, D, de la diferencia de concentraciones en la película (dC) y

de la diferencia del espesor (dx), esto se puede expresar mediante la ecuación 1.1.

F = −ADdC
dx

(1.1)

El coeficiente de difusión depende de la temperatura y de las propiedades de

la sustancia que difunde y de la naturaleza del medio (interfase) a través de la cual

se realiza la difusión. El signo negativo simboliza que el paso de materia tiene lugar

desde la solución más concentrada a la menos concentrada.

La difusión a través de membranas, se puede introducir en la ecuación 1.1
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el ancho de la membrana como parte del coeficiente de difusión, originándose la

constante de permeabilidad expresada como en la ecuación 1.2.

P =
D

d
(1.2)

siendo d en este caso el espesor de la cutícula y P una constante de

permeabilidad de dimensiones [cm/s].

Cuando se sustituye la constante de permeabilidad en la ecuación 1.1 y se

asume que la disminución de la concentración de la sustancia que difunde es lineal

a medida que cruza la membrana, la ley de Fick se formula como en la ecuación 1.3

F = −PA(∆C) (1.3)

De la ecuación 1.3 se puede despejar la permeabilidad resultando la

expresión 1.4

P =
−F

A(C1 − C2)
=

F

A(C2 − C1)
(1.4)

Siendo:

F : flujo del vapor de agua [mg/s]

A: sección por la que se realiza el traspaso de vapor de agua [m2]

C1: concentración en el lado de menor concentración [mg]

C2: concentración en el lado de mayor concentración [mg]

P : permeabilidad [cm/s]

1.3. Radiación UV.

La radiación ultravioleta es la parte del espectro electromagnético con

longitud de onda más corta que el violeta del espectro visible. La banda completa

del UV abarca longitudes de ondas en el rango entre 200 a 400 nm, la cual se

subdivide en tres regiones UVA, UVB y UVC. Los limites entre las tres clases de la
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radiación UV, están definidos por la radiación UVB. La Commission Internationale

d’ Eclairage (C.I.E) define a la radiación UVB como la banda entre 280-315 nm,

pero considerando los efectos de esta radiación a menudo se ubica entre los 280 y

320 nm. La radiación UVA constituye, entonces, la longitud de onda más larga de la

radiación UV (320-400 nm), mientras que la radiación UVC abarca la banda entre

los 200-280nm.

La radiación UVB es absorbida por el ozono de la atmósfera, pero un

porcentaje no despreciable, 10 % aproximadamente, alcanza la superficie terrestre y

afecta a los seres vivos. Su efecto sobre las personas puede producir quemaduras,

envejecimiento y cáncer a la piel, cataratas, etc. Los efectos de la radiación UVA

sobre las personas son similares a los de los UVB, pero en dosis 1000 veces

superiores, por lo que proporcionalmente resulta menos perjudicial. La radiación

UVC es altamente dañina para los seres vivos y en presencia de la cual no sería

posible la vida en la Tierra. Esta radiación es totalmente absorbida por el ozono

estratosférico, vapor de agua y gases (O2, CO2), de modo que en ningún caso

alcanza la superficie terrestre.



Objetivos.

Objetivo General.

Estudiar los efectos en la permeabilidad de hojas aisladas de limón debido

a la exposición de altas dosis de radiación UV y la determinación de la variabilidad

natural que presenta el espesor de la cutícula.

Objetivos específicos.

1. Determinar la permeabilidad de cutículas aisladas de hojas de limón.

2. Determinar los cambios en la permeabilidad de cutículas aisladas de hojas

de limón inducidos por la exposición a altas dosis de radiación UV.

3. Determinar distribución de espesores de cutículas de hojas de limón a través

de análisis de imágenes por microscopia confocal.

6
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Protocolo de aislamiento de cutículas.

7
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2.1. Protocolo de aislamiento de cutículas.

2.1.1. Recolección de las hojas de limón.

Para retirar la hoja del árbol, se debe usar una tijera o pinza para cortar en el

peciolo1 de la hoja, evitando tocar la superficie y se almacenan en un recipiente o

bolsa sin aplastarlas. Las hojas que se recolectan, no deben presentar necrosis ni

otras lesiones.

Cada hoja debe ser marcada por el lado abaxial2, con un lápiz resistente al

agua, para reconocerlas posteriormente de la parte adaxial3.

Con un molde, de radio aproximado de 2 [cm] se realiza una punción sobre la

hoja. Estos discos no deben contener parte de la nervadura central, y si el tamaño

de la hoja no lo permite, se coloca la nervadura lo más cercana al borde posible del

disco.

2.1.2. Inmersión enzimática de las cutículas.

La solución enzimática se debe preparar en agua desionizada, agregando

0,01 molar de solución de citrato a un pH de 3 - 3,3 medido con un phmetro

BECKMAN Φ34, con 1 molar de solución de KOH (KOH en lentejas de Winkler). En

este buffer se mezclan 2 % de pectinasa (Pectinase from Aspergillus niger marca

Sigma) y 0,2 % de celulasa (Cellulase from trichoderma longibrachiatum marca

Sigma).

Se introducen los discos de hoja de limón en un vaso precipitado junto con la

solución enzimática, dejando 1 a 2 cm de solución sobre el nivel de las hojas.

Para lograr un aislamiento más rápido, el vaso se somete a vacío con una
1Peciolo o pecíolo: es el rabillo que une la lámina de una hoja a su base foliar o al tallo.
2Cara inferior de la hoja, opuesta al haz.
3Cara superior del limbo de la hoja de una planta,se diferencia del envés en que no posee

estomas.
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bomba de membrana Vacubrand MZ2NT, hasta que ya no se observen burbujas

saliendo de los trozos de las hojas, esto permite que las hojas que flotan, deciendan

al fondo del vaso y que la solución tenga una mayor superficie de contacto al

infiltrarse dentro de la hoja. Se debe agitar el vaso para que las hojas que aún

flotan, deciendan. Puede realizarse más de 1 vez el vacío.

Luego de realizada la infiltración, se debe agregar por cada litro de

solución enzimática (considerando las hojas), 1 ml de 1 molar de NaN3 ( Citric

acid monohydrate - MercK) como medida de protección para que no aparezcan

gérmenes en el recipiente. Agitar para que el ácido se disuelva homogéneamente.

Se debe agregar NaN3 después de haber realizado el vacío, ya que el NaN3 es volátil

y podría ser inhalado, siendo muy tóxico.

Se cubren los vasos con papel parafilm “M” Pechiney plastic PackaGing, y se

dejan 37◦C de temperatura por 1 ó 2 semanas dependiendo de la turbiedad de la

solución. También se debe agitar unas cuantas veces en la semana, en este caso 1

vez al día, suavemente para no dañar las cutículas.

Cuando la solución se vuelve oscura, se debe cambiar la solución enzimática

(revisar 2.1.3), procurando agregar NaN3 y no es necesario infiltrarlas nuevamente.

2.1.3. Lavado de las cutículas.

Cuando se cambia la solución, pueden lavarse directamente las cutículas y

separar los restos de tejido. El contenido se traspasa a un embudo Büchner. Si se

quedan cutículas pegadas en las paredes del vaso, se hacen flotar nuevamente.

Nunca se debe apuntar el chorro de fluido directamente sobre las cutículas, sino,

sobre las paredes internas del vaso. Para favorecer el desprendimiento mecánico

de las cutículas de la matriz de la hoja, los trozos deben girar (moverse dentro del

fluido) mientras se lavan. Pero esto debe ocurrir moderadamente, ya que los bordes

duros de la matriz, podrían dañar la cutícula. Cuando todas las cutículas se hayan

desprendido durante el proceso de limpieza, se puede proceder al paso 2.1.4.
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2.1.4. Separación de las cutículas adaxiales y abaxiales.

Las cutículas lavadas y las matrices de las hojas, se ponen en un recipiente

de vidrio plano y se llena con agua desionizada más o menos hasta una altura de 2

cm. Se separan primero las matrices de las hojas con pinzas, y con el extremo de

una vareta de vidrio con punta redondeada se separan las cutículas no marcadas y

se sacan del agua. Las cutículas quedan adheridas a la vereta, si es que se pueden

colocar en un vaso lleno de agua para que se desprendan. Si aún algunas cutículas

se encuentran adheridas a restos o a la matriz de la hoja, se deja en solución

enzimática unos días más.

2.1.5. Tratamiento con bórax.

Luego de separar las cutículas del lado adaxial, estas aún pueden presentar

ácidos grasos. Para eliminarlos, se pueden disociar con un buffer de bórax . Para

esto se dejan las cutículas en una solución de 0,01 molar de buffer bórax con un

valor de pH aproximado de 9. Al día siguiente se lavan con agua desionizada. Si las

cutículas se quedan por más de 1 día en el buffer, se debe agregar 1ml por cada

litro de NaN3 a la solución.

2.1.6. Limpieza con HCl.

Según necesidad, se pueden finalmente incubar las cutículas de 6 a 12 horas

en 1 normal de ácido clorhídrico marca Winkler, para saturar los grupos Epoxi.

2.1.7. Secado y almacenamiento de las cutículas.

Se colocan las cutículas en un recipiente plano lleno de agua destilada. Se

sumerge en el recipiente, en un ángulo de 45◦ aproximadamente, un trozo cuadrado

de teflón (de 4 a 5 cm de canto y 0,5 mm de espesor), y con una pinza de punta

roma, se toma la cutícula cuidadosamente de un borde y se desliza sobre la lámina
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de teflón, al mismo tiempo que se retira del agua. La cutícula sobre la lámina de

teflón se retiran del agua y se dejan secar a temperatura ambiente. Cada cutícula

debe ser retirada de la misma forma.

Una vez que las cutículas están secas, se retiran cuidadosamente de la

lámina de teflón y se almacenan en un recipiente para que no sufran daño alguno.

2.2. Selección de cutículas sin daños

2.2.1. Determinación de las cutículas con daños o microcracks

Después de aislar las cutículas de hoja de limón, aunque se tomén las

precausiones de no dañarlas, se deben identificar las posibles cutículas con daños.

Para identificar las cutículas dañadas, se realiza una inspección en un microscopio

óptico Olympus Ix81 con lámpara UV Olympus U-RFL-T, las cutículas expuestas a

la radiación UV fluorecen observandose los lugares con material fluorecente como

se muestra en la figura 2.1.
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Figura 2.1: Imagen de fluorecencia de una cutícula vista en un microscopio óptico.

Para identificar las zonas que tienen daño, el sector debe estar oscuro

al observarlas con el microscopio, debido a que en esa zona no hay material

fluorecente o la configuración natural de la cutícula no corresponde al patrón como

se muestra en la figura 2.2.
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Figura 2.2: Imagen de fluorecencia de una cutícula vista en un microscopio óptico pero con

daño en su estructura.

Una vez identificadas las cutículas que presentan algún daño, son eliminadas

del grupo de control.
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3.1. Montaje de las cutículas en la celda de difusión.

3.1.1. Descripción General y Método Experimental.

En esta sección se describe el montaje experimental con el cual se mide la

masa de agua permeada por la cutícula de hoja de limón.

El sistema que permite la difusión se ilustra en la figura 4.1 en el cual hay un

deposito donde contiene 400 [µL] de agua bidestilada con una micropipeta Biopette

autoclavable. En la cara de este deposito se esparse una fina capa de grasa de

vacío para que la cutícula quede adherida, también se agrega otra fina capa de

grasa de vacío a la tapa de esta celda de difusión, para que el sistema mantenga

cierta inmobilidad y la cutícula no sea dañada o se mueva de su posición original.

La cutícula de un vegetal tiene un lado que está expuesto al medio ambiente y

otro que está hacia el interior de la hoja. La cutícula cuando se coloca en la celda de

difusión, debe ser en dirección de tal manera que el agua contenida en el deposito

de la celda de difusión esté en contacto con la cara interior de la cutícula, y así imitar

el traspaso de agua desde el interior de una hoja hacia el medio ambiente como se

ilustra en la imagen b) de la figura 4.1.

Figura 3.1: Esquema de la celda de difusión; a) vista superior de la celda de difusión; b)

vista inferior de la celda de difusión y sentido del movimiento del agua.
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En un envase de plástico hermético se coloca sílica gel Arquimed con

indicador azul, sobre esto se coloca una pieza de acrílico con aberturas para que la

celda calse en ella y evitar así el contacto de la cutícula con la sílica gel. La sílica gel

absorve la humedad del interior del envase y provoca el gradiente de concentración

de agua entre el interior de la celda y el interior del envase sellado herméticamente.

Para mantener este gradiente de concentración, se cambia la silica gel cada 2 días.

El envase junto con la sílica y las celdas de difusión, se mantienen a una temperatura

de 20◦C.

Figura 3.2: Soporte de acrílico para las celdas de difusión.

La medición de masa de cada celda se realiza en una balanza Mettler Toledo

ML503. Cada celda es retirada del envase y se masa 1 ó 2 veces por día durante 2

semanas, obteniendo así la masa de agua perdida a través de la cutícula.

3.1.2. Resultados y Análisis.

Se midió la masa perdida a través de cutículas aisladas de hoja de limón,

datos con los cuales se obtiene el gráfico de la figura 3.3. De estos datos se obtuvo

una regresión lineal para encontrar la pendiente de estas rectas, que representan F

de la ecuación 1.4
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Figura 3.3: Masa permeada por cutículas aisladas de hojas de limón.

En la figura 3.4 se observa la dispersión de los valores de la permeabilidad de

una cutícula de hoja de limón, con una media de 1, 3624 · 10−9[m/s] y una desviasión

estandar de 1, 32 · 10−9[m/s]

Figura 3.4: Distribución de la permeabilidad de cutículas de hoja de limón.
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3.2. Radiación de cutículas.

3.2.1. Descripción General y Método Experimental.

Una vez determinada la permeabilidad de la cutícula de hoja de limón, se

dispone a realizar mediciones de permeabilidad de cutículas aisladas de hojas de

limón expuestas a distintas dosis de radiación UV para determinar los efectos en la

permeabilidad de la cutícula.

Para irradiar las cutículas, estas se exponen bajo la radiación ultravioleta

de una cámara de radiación durante distintos periodos. Las cuticulas se disponen

dentro de la cámara como se muestra en la imagen de la figura 3.5, cada cutícula

es puesta sobre la superficie, procurando no realizar daño sobre la cutícula, con

el fin de que la cutícula de hoja de limón sea irradiada en toda su superficie. Una

vez suministradas las dosis de radiación ultravioleta a las cuticulas, se retiran y se

almacenan en un lugar seco.

Figura 3.5: Disposición de las cutículas en la cámara de radiación.

Los grupos de 33 cutículas son irradiadas durante 15, 30 y 45 horas de
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radiación UV.

3.2.2. Control de la temperatura de la camara de radiación.

Como medida de control, se verifica la temperatura al interior de la camara de

radiación. Esta cámara de radiación cuenta en su interior con lamparas de radiación

UV, con la cual se irradían las muestras. Para el correcto uso de esta cámara y que el

factor de radiación UV sea el único parametro que afecté a las cutículas, se realiza

la medición de la temperatura en el interior, donde se encuentran las muestras a

irradiar. Para determinar el rango de temperatura en la que opera la cámara de

radiación, se realizan 2 configuraciones para medir:

1. Cámara cerrada.

2. Cámara sin puerta ni pared de fondo, abierta para una libre circulación del

aire.

Ambas pruebas se realizaron durante un periodo de 10 horas continuas

y la medición se realizó con una termocupla tipo K en el centro de la camara

de radiación. Las consecuencias de mantener la camara cerrada, provoca que la

temperatura en el interior tenga una variación de 13[◦C] alcanzando 32[◦C], pero

retirando la puerta y pared del fondo de la cámara de radiación, la temperatura

aumentó solo 1◦C manteniendo un promedio de 19.5◦C como se ve en el gráfico de

la figura 3.6.
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Figura 3.6: Temperatura en el interior de la cámara de radiación; cámara cerrada y cámara

sin puertas ni pared de fondo.

3.2.3. Cutícula irradiada durante 15 horas.

Un grupo de cutículas aisladas se expusieron a radiación UV en una cámara

de radiación, recibiendo una dosis de 15 horas continuas.

Se montaron las cutículas en las celdas de difusión como se ilustra en la

figura 4.1 y se registró la masa permeada en una balanza Mettler Toledo modelo

ML503, y se graficó la masa permeada con respecto al tiempo como se muestra en

la figura 3.11
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Figura 3.7: Masa permeadad de cutículas irradiada con UV durante 15 horas.

3.2.4. Resultados y Análisis.

De estos datos se obtuvo una regresión lineal para encontrar la pendiente de

estas rectas, que representan F de la ecuación 1.4, obteniendo el histrograma de

la figura 3.8, de la permeabilidad de cutículas aisladas de hoja de limón irradiadas

durante 15 horas.
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Figura 3.8: Histograma de la permeabilidad de una cutícula de hoja de limón irradiada

durante 10 horas de radiación UV.

La permeabilidad promedio es de 5, 5925 · 10−9[m/s] con una desviasión

estandar de 4, 00 · 10−9[m/s]

3.2.5. Cutícula irradiada durante 30 horas.

Un grupo de cutículas aisladas se expusieron a radiación UV en una camara

de radiación reciviendo una dosis de 30 horas continuas. Se montaron las cutículas

en las celdas de difusión y se registró la masa permeada por la cutícula como se

muestra en el gráfico de la figura 3.9.
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Figura 3.9: Masa permeadad de cutículas irradiada con UV durante 30 horas.

3.2.6. Resultados y Análisis.

De estos datos se obtuvo una regresión lineal para encontrar la pendiente de

estas rectas, que representan F de la ecuación 1.4, obteniendo el histrograma de

la figura 3.10, de la permeabilidad de cutículas aisladas de hoja de limón irradiadas

durante 30 horas.
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Figura 3.10: Histograma de la permeabilidad de una cutícula de hoja de limón irradiada

durante 30 horas de radiación UV.

En el caso de la permeabilidad de la cutícula irradiada durante 30 horas de

radiación UV, el promedio es 2,8798 · 10−8[m/s] y la desviasión estandar 1, 489 ·

10−8[m/s].

3.2.7. Cutícula irradiada durante 45 horas.

Un grupo de cutículas aisladas se expusieron a radiación UV en una cámara

de radiación reciviendo una dosis de 45 horas continuas. Se montaron las cutículas

en las celdas de difusión y se registró la masa permeada por la cutícula como se

muestra en el gráfico de la figura 3.11.



MEDICIÓN DE LA PERMEABILIDAD. 25

Figura 3.11: Masa permeadad de cutículas irradiada con UV durante 45 horas.

3.2.8. Resultados y Análisis.

De estos datos se obtuvo una regresión lineal para encontrar la pendiente de

estas rectas, que representan F de la ecuación 1.4, obteniendo el histrograma de

la figura 3.12, de la permeabilidad de cutículas aisladas de hoja de limón irradiadas

durante 45 horas.
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Figura 3.12: Histograma de la permeabilidad de una cutícula de hoja de limón irradiada

durante 45 horas de radiación UV.

En el caso de las cutículas irradiadas durante 45 horas, se aprecia un efecto

en la fragilidad de la cutícula. Estas cutículas se rompen facilmente al manipularlas

y las que se logran usar para medir la masa de agua permeada, se rompen entre

la primera y segunda semana de medición. Para este caso el promedio de la

permeabilidad es 4, 1052 · 10−8[m/s] y la desviasión estandar 2, 391 · 10−8[m/s].

El efecto de la radiación podría afectar en la permeabilidad de la cutícula,

debido a que una cutícula si se expone mayor tiempo con radiación UV, la

permeabilidad tiene un cambio como se refleja en el gráfico de la figura 3.13.
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Figura 3.13: Permeabilidad de cutículas aisladas de hoja de limón expuestas a distintas

horas de dosis de radiación UV.

Y el error de cada medición se debe a la variabilidad natural que presenta

la cutícula en su espesor, pero si se logra visualizar una tendencia a aumentar la

permeabilidad a medida que se aumentan las dosis de radiación UV.
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4.1. Análisis y determinación del espesor de una

cutícula de hoja de limón.

Una de las caracteristicas de las cutículas de hoja de limón, es el caso del

espesor y su alta variabilidad que presenta naturalmente. En la cutícula se puede

identificar una serie de celdas y nervaduras que rodean estas celdas.

Un grupo de cutículas aisladas de hojas de limón son analizadas con un

microscopio confocal con laser argón (458-488 nm) y laser de helio-neón (543 nm)

marca Carl Zeiss modelo LSM 510, obteniendo un conjunto de imagenes por cada

archivo. Cada archivo generado por el microscopio confocal, cuenta de un conjunto

de 40 imagenes, de donde 20 de ellas tiene información de la fluorecencia de la

muestra y las otras 20 imagenes son del contraste de fase de la muestra.

El archivo con las 20 imagenes de fluorecencia de la cutículas de hoja de

limón, son analizadas usando un algoritmo confecciobado en matlab versión 2010b.

El algoritmo de análisis de imagenes, consta de 2 partes de análisis, el

primero consta en determinar los espesores de las celdas de las cutículas de hoja

de limón y la segunda parte consta de determinar los espesores de las nerbaduras

de las cutículas de hoja de limón.

4.2. Análisis de imagenes de las celdas de cutículas

de hoja de limón obtenidas con un microscopio

confocal.

4.2.1. Descripción General y Método Experimental.

Para determinar la distribución de espesores de las celdas de las cutículas

de hoja de limón (ver imagen de la figura 4.1) en donde se muestra una celda de la

cutícula de hoja de limón), se realiza un promedio de todo el conjunto de imagenes
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(ver imagen en la figura 4.2) de cada archivo obtenido del microscopio confocal, para

obtener una mejor definición del contorno de cada celda, y determinar el numero de

celdas y la posición del centro de cada una como se muestra en la figura 4.3.

Figura 4.1: Celda de una cutícula de hoja de limón.

Una vez identificada la posición de cada celda, se obtiene el promedio de

la intensidad de los pixeles vecinos de radio 5[px], en la posición determinada

anteriormente y por cada imagen que compone este set de imagenes equiespaciada

0,5[µm] que atraviesa la cutícula.
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Figura 4.2: Promedio de las 20 imagenes del archivo obtenido del microscopio confocal de

la cuticula de hoja de limón.
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Figura 4.3: Intensidad promedio por cada 0.5[µm] al interior de la cutícula.

Por cada celda identificada se determina el valor de intensidad promedio en la

primera capa, luego se realiza el promedio de intensidades de la misma celda pero

ubicada en la segunda capa que se encuentra a 0,5[µm] de la celda de la primera

capa, así se procede con las 20 capas que tiene el archivo de imagenes. Con los

datos de intensidades y posición, se obtiene un gráfico como el que se muestra en la

figura 4.4 donde el eje X representa la posición de una celda en la imagen a 0,5[µm]

entre cada plano y el eje Y la intensidad promedio de 25[px2] en el centro de una

celda de la cutícula de hoja de limón.
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Figura 4.4: Intensidad promedio por cada 0,5[µm] al interior de la cutícula.

En cada gráfico como el de la figura 4.4 se puede identificar que en el centro

de la curva es mayor la intensidad, esto debido a que en el centro de la cutícula hay

mayor cantidad de material fluorecente.

El microscopio confocal toma imagenes por capas cada 0,5 [µm] y debido a

que la cutícula no se encuentra completamente plana hay secciones en la imagen en

que la intensidad disminuye considerablemente, lo que determina que el microscopio

está pasando por una zona en donde no se encuentra material fluorecente, se infiere

entonces que se está midiendo fuera de la cutícula. Con este criterio, se debe

identificar cuando comienza la cutícula y cuando termina, para esto se identifican

los cambios en la curva de intensidad (∇I). Estos cambios se pueden ver en el

gráfico de la figura 4.5 en el cual se identifican dos picks, uno superior y otro inferior,

que están ubicados en las zonas en que comienza y termina la cutícula según el

criterio indicado anteriormente. Se identifica la posición de cada pick y la de los

primeros vecinos, generando una interpolación de una función cuadrática (ver 4.5),

obteniendo los vertices y así poder determinar la posición de cada uno de estos dos

picks, con lo cual se determina el espesor en esta celda de la cutícula.
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Figura 4.5: Variación de la intensidad por cada 0.5[µm] al interior de la cutícula.

Luego de obtener la posición de los picks y registrar la distancia entre los

puntos para obtener el espesor promedio en esa celda de la cutícula, para lo cual el

algoritmo lo realiza para todas las celdas y por cada uno de los archivos obtenidos

del microscopio confocal.

La distribución de espesores de las celdas de las cutículas de hoja de limón

se muestran en el histograma de la figura 4.6



DETERMINACIÓN DEL ESPESOR DE UNA CUTÍCULA DE HOJA DE LIMÓN. 35

Figura 4.6: Histograma del espesor de las celdas de una cutícula aislada de hoja de limón.

El espesor promedio de las celdas de citículas aisladas de hoja de limón es

de 7.522[µm] con una desviación estandar 1.800[µm]

4.3. Análisis de imagenes de la nerbadura de cutícu-

las de hoja de limón obtenidas con un microsco-

pio confocal.

4.3.1. Descripción General y Método Experimental.

Para el caso de las nerbaduras de las cutículas de hoja de limón, el algoritmo

realiza un promedio de todo el conjunto de imagenes de cada archivo obtenido del

microscopio confocal (como se observa en la imagen de la figura 4.2), para lograr

una mejor definición de la imagen de la cutícula. De esta imagen se eligen filas de

pixeles equiespaciadas 10 [px] entre ellas, obteniendo un perfil de esta fila de pixeles

como el que se muestra en el gráfico de la figura 4.7.
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Figura 4.7: Gráfico del perfil de intensidades de una fila de pixeles de una imagen de una

cutícula.

A este perfil de intensidades se le quitan las altas frecuencias para obtener

un perfil más definido como el de la figura 4.8 y se transforma a una imagen binaria

para obtener un máximo cuando hay un pick, que en este caso sería una nervadura

que al tener mayor cantidad de material cuticular, es más fluorecente, y un cero de

intensidad cuando hay una celda.
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Figura 4.8: Gráfica del perfil de intensidades filtrado, dejando solo las bajas frecuencias.

Por cada posición de la celda identificada, se determina el valor de intensidad

promedio en la primera capa, luego se realiza el promedio de intensidades de la

misma celda pero ubicada en la segunda capa que se encuentra a 0,5[µm] de la

celda de la primera capa, así se procede con las 20 capas que tiene el archivo de

imagenes. Con los datos de intensidades y posición según la posición, se obtiene un

gráfico como el que se muestra en la figura 4.4 donde el eje X representa la posición

de una celda en la imagen a 0,5[µm] entre cada plano y el eje Y la intensidad

promedio de 25[px2] en el centro de una celda de la cutícula de hoja de limón.

A esta fila de pixeles, se identifica las posiciones del pick donde está la

nerbadura. Una vez obtenidas las posiciones de las nervaduras, se realiza la

medición del espesor en cada una de las posiciones, para registrar los espesores

de las nerbaduras. Para obtener este espesor, se utiliza el mismo criterio visto

en el caso de las celdas. El microscopio confocal toma imagenes de la cutícula

por capas, las cuales estan equiespacias 0,5 [µm] entre capas, además como la

cutícula presenta irregularidades y no es completamente plana, hay secciones en

que la intensidad disminuye considerablemente debido a que el microscopio está



DETERMINACIÓN DEL ESPESOR DE UNA CUTÍCULA DE HOJA DE LIMÓN. 38

pasando por una zona en donde no hay material fluorecente de la cutícula, por lo

cual se infiere que se está midiendo fuera de la cutícula. Con este criterio, se debe

identificar cuando comienza y cuando termina la cutícula. Identificando los cambios

de intensidad (∇I) en la curva de la figura 4.5 se observan dos picks, uno superior y

otro inferior que considerando el criterio visto anteriormente, están ubicados en las

zonas en que comienza y termina la cutícula. Se identifica la posición de cada pick

y la de los primeros vecinos, generando una interpolación de una función cuadrática

(ver 4.5), obteniendo los vertices y así poder determinar la posición de cada uno de

estos dos picks, con lo cual se determina el espesor en esta celda de la cutícula.

Con la determinación de los espesores de la nerbadura, se obtiene un

histograma como el de la figura 4.9

Figura 4.9: Histograma del espesor de las nerbaduras de una cutícula aislada de hoja de

limón.

El espesor promedio de las nerbaduras de las cutículas aisladas de hojas de

limón es 7.588[µm] y la desviación estandar de 2.020[µm]
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Una de las caracteristicas de la cutícula de hoja de limón es la variabilidad del

espesor, lo que podría explicar la variabilidad de la permeabilidad. Por esto se realizó

la determinación del espesor de la cutícula analizando imagenes obtenidas con un

microscopio confocal. Se eligieron aleatoriamente 20 cutículas para ser analizadas.

Cada archivo contenía 20 imagenes de la cutícula separadas 0,5[µm]. Haciendo un

analisis de los espesores de las celdas y la nerbadura de la cutícula, los resultados

fueron 7.522[µm] y 5, 5925 · 10−9[m/s] respectivamente. La dispersión de los datos

fue 1, 32 ·10−9[m/s] para el caso de las celdas y para las nerbaduras 4, 00 ·10−9[m/s].

Los efectos que podría probocar la radiación ultravioleta sobre el desarrollo de

la planta o sus frutos debido a la variación de la permeabilidad de la hoja, se reflejan

en los resultados obtenidos al irradiar cutículas aisladas de hojas de limón. Las dosis

de radiación suministradas a las cutículas que fueron de 15, 30 y 45 horas continuas,

reflejaron en la cantidad de agua perdida por la cutícula, el efecto profocado por la

radiación UV.

Una de las primeras etapas fue determinar la permeabilidad natural de

las cutículas aisladas de hojas de limón, para esto se aislaron cutículas y se

efectuaron mediciones de la perdidad del agua por medio de la evaporación a través

de dichas cutículas. En promedio permearon 0.6 [mg] de agua durante 12 días,

manteniendolas a temperatura constante de 20[◦C].

Como resultado de la medición de la perdida de agua a través de la cutícula,

dio como resultado que la permeabilidad de la cutícula aislada de hoja de limón es

1, 36 · 10−9[m/s] con un error de ±1, 32 · 10−9[m/s].

Para observar los efectos de la radiación ultravioleta sobre la permeabilidad

de la cutícula de hoja de limón, un grupo de cutículas fueron irradiadas bajo distintas

dosis de luz ultravioleta. Un grupo al que se le suministró durante 15 horas continuas

de radiación, recivió 600[KJ/m2].

La masa de agua permeada por estas cutículas irradiadas durante 15 horas

aumentó, teniendo como consecuencia la variación del valor de la permeabilidad, el

cual resultó 5, 7 · 10−9[m/s] ±4, 0 · 10−9[m/s].
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Para el caso en que la cutícula recivió 30 horas de radiación UV, 1200[KJ/m2],

la cantidad de agua permeada dio como resultado que la permeabilidad sea

2, 87 · 10−8[m/s] ±1, 49 · 10−8[m/s], y para las cutículas irradiadas durante 45 horas,

esto quiere decir 1800[KJ/m2] la permeabilidad es 4, 11 ·10−8[m/s] ±2, 39 ·10−8[m/s].

Por lo tanto, a medida que se aumenta la exposición de radiación ultravioleta,

la cantidad de agua que permea la cutícula aumenta, por ende la permeabilidad de

la cutícula aislada de hoja de limón, es mayor a medida que la dosis de radiación a

la que está expuesta también crece.

Una de las caracteristicas de la cutícula de hoja de limón es la variabilidad del

espesor, lo que podría ser uno de los factores de la variabilidad de la permeabilidad.
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A.1. Montaje para la medición de agua perdida de las

cutículas.

En la figura A.1 se encuentra una fotografía del sistema para realizar el

gradiente de agua entre la celda de difusión y el medio.

Figura A.1: Montaje de las celdas de difusión con las cutículas para generar el gradiente de

concentración de agua debido a la silica gel.

Figura A.2 vista lateral del espacio entre la silica y las celdas de difusión con

las cutículas.
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Figura A.2: Montaje de las celdas de difusión con las cutículas para generar el gradiente de

concentración de agua debido a la silica gel.

Sistema de acrílico para ubicar las celdas de difusión y distanciar las cutículas

de la silica gel se muestran en la figura A.3

Figura A.3: Montaje de las celdas de difusión con las cutículas para generar el gradiente de

concentración de agua debido a la silica gel.
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A.2. Código del algoritmo de análisis de imagenes de

cutículas aisladas de hoja de limón.

Código en matlab del algoritmo de análisis de imagenes del espesor de las

celdas de la cutícula de hoja de limón:
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Figura A.4: Código del algoritmo de análisis de imagenes realizado en matlab para la

medición de los espesores de las celdas de cutículas de hoja de limón.

Código en matlab del algoritmo de lectura y filtros de imagenes:
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Figura A.5: Código del algoritmo de promedio de imágenes.

Código en matlab del algoritmo para determinar las posiciones de los centros

de las celdas de las cutículas:

Figura A.6: Código del algoritmo de determinación del centro de las celdas.

Código en matlab del algoritmo de análisis de imagenes del espesor de las
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nervaduras de la cutícula de hoja de limón:
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Figura A.7: Código del algoritmo de análisis de imagenes realizado en matlab para la

medición de los espesores de las celdas de cutículas de hoja de limón.
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