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RESUMEN

La herbolaria es un recurso muy utilizado en los sistemas de salud que
estan creciendo rdpidamente y de gran importancia econémica.

La farmacognosia tiene como objetivo estudiar las sustancias
medicamentosas de origen natural. Uno de los aspectos que contempla es
el histolégico vegetal, donde la importancia de realizar la caracterizacion
del fitofarmaco, es con la finalidad de regular la calidad de los
medicamentos herbarios. La identificacion de las drogas vegetales depende
de la plena identificaciéon de las plantas productoras, lo cual es posible
gracias a que existen estructuras celulares que son caracteristicas de una
especie vegetal y que son reconocibles en cortes histologicos o en polvos
de la droga.

Chiranthodendron pentadactylon es un arbol medicinal, cuyas flores son
utilizadas por su efecto cardiotonico. Los estudios realizados en la especie
no han abordado el aspecto anatémico vegetal, por o que el presente
estudio aporta caracteristicas histol6gicas distintivas de la especie.

Los resultados obtenidos muestran que los sépalos estan constituidos por
una epidermis uniestratificada en ambas caras, pero la adaxial es mas
gruesa. La cara abaxial presenta abundantes tricomas estelados y la
adaxial solo en los margenes.

En el tejido nectarifero, se encontraron tricomas glandulares pluricelulares y
bicelulares. Estos ultimos no habian sido descritos para la familia. En esta
region, el parénquima secretor se caracterizé6 por los materiales que
almacena y la distribucion de fos mismos.

El parénquima estructural contiene canales grandes y abundantes que
muestran aspecto diferente en su interior por accién de las distintas
técnicas de inclusién y de tincion utilizadas, y que ademas contienen
azucares y pectina. Por cromatografia bidimensional, se determiné que las
cavidades almacenan una sustancia viscosa que contiene fructuosa y
sacarosa en la base del sépalo y, en menor cantidad, glucosa en el resto
del sépalo. No presenta azUcares caracteristicos un mucilago. Por lo
anterior, se sugiere que la sustancia viscosa podria estar relacionada con el
néctar de |a flor.






INTRODUCCION

En México, existe una gran diversidad vegetal, determinada por su
situacion geografica y por la heterogeneidad de condiciones fisiograficas,
geolégicas y climaticas que en sus multiples combinaciones la originan.
Ademas de estas caracteristicas, en el pais se distribuyen 56 grupos
étnicos en todos los biomas y cada uno en su medio aprovecha los
recursos naturales disponibles para satisfacer sus necesidades (Estrada,
1985). Tal es el caso de las plantas medicinales, utilizadas desde la
aparicion del hombre y cuyo conocimiento practico de su uso ha sido
transmitido de generacién en generacion por diversos medios.

i.a herbolaria, como se conoce a la practica terapéutica que utiliza plantas
medicinales, continua vigente y tiene gran arraigo en nuestro pals. Las
plantas medicinales aun constituyen el recurso mas conocido y accesible
para grandes nlcleos de la poblacion mexicana. La Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) reconoce el valor de esta practica terapéutica y le otorga
gran importancia en los esquemas o sistemas publicos para la salud en los
palses en desarrollo (OMS, 1996).

El numero estimado de plantas medicinales en México, lo ubican en el
quinto lugar a nivel mundial, con 3352 especies distribuidas en 1214
géneros y 166 familias de plantas vasculares (Bye, et al.,, 1992), de las
cuales no se ha estudiado ni siquiera el 10% desde el punto de vista
quimico, farmacoldégicamente son menos del 5% y agronémicamente ni
siquiera el 1% (Estrada, 1995).

El gran incremento en el uso de plantas con fines medicinales, ha
provocado un renovado interés por el conocimiento de sus caracteristicas y
las drogas que de ellas se extraen. El desarrolio tecnoloégico ha dado paso
a nuevas metodologias y procedimientos que han modificado
sustancialimente el estudio de la herbolaria y la obtencién de los nuevos
medicamentos preparados a base de plantas, los fitofarmacos, como una
opcién en la medicina del nuevo siglo. Estos productos recuerdan a los
medicamentos galénicos, pues vuelven a presentarse en forma de
extractos, pomadas, mezclas de plantas molidas y encapsuladas o tabletas
que contienen multiples compuestos naturales, pero se distinguen de ellos
porque el conocimiento cientifico sobre la accidn de sus componentes esta
mejor fundamentado (Lozoya, 1998).

El valor de las plantas medicinales estad dado por sus constituyentes
quimicos, principalmente por los metabolitos secundarios que producen
efectos fisiolégicos. Los alcaloides, terpenoides, glucésidos y flavonoides
son algunas de las mayores categorias de dichos compuestos con
actividades farmacolégicas ya conocidas. Estas sustancias constituyen la



razén por la que las plantas medicinales se han seleccionado y usado en la
medicina tradicional, asi como en la industria farmacéutica y son la base
para su aprovechamiento a gran escala en las sociedades industriales
(Balandarin, et al. 1985).

La farmacognosia es la aplicacion simultdnea de diversas disciplinas
cientificas con el objeto de estudiar las drogas vy sustancias
medicamentosas de origen natural en todos sus aspectos posibles (Tyler,
et al, 1979; Kuklinski, 2000). Entre dichas disciplinas se encuentra la
biologia, que mediante la histologia vegetal, establece una linea de
investigacion en la identificacién de la droga vegetal que ayuda a la
elaboracion de los fitofarmacos. La determinacién morfoldgica macro y
microscopica de la droga vegetal es requerida por el Sector Salud
Institucional en los reglamentos para la evaluacion de la calidad, la
inocuidad y la eficacia de los medicamentos herbarios (WHO, 1992; NOM-
Reglamento de insumos para la salud, 1998; OMS, 2000).

El anadlisis morfoldégico debe ser aplicado en este caso, para evitar
adulteraciones de la materia prima con especies botanicas parecidas, para
detectar la presencia de contaminantes de otras plantas indeseables o para
la identificacidn de compuestos importantes a nivel celular. Estos estudios
permiten la caracterizacion de los tejidos y, con ello, la elaboracidén de las
pautas morfolégicas que definen el género y la especie botanica en
particular (Rivera, et al., 2000).

La informacién farmacognésica se redne en monografias para la
publicacion de las farmacopeas, que consignan fos métodos generales de
analisis y los requisitos sobre identidad, pureza y calidad de los farmacos,
aditivos, medicamentos y productos biolégicos (NOM-001-SSA-1993), sin
embargo, aun faltan muchas especies medicinales por ser estudiadas.

Una de estas especies, poco estudiadas histolégicamente, es
Chirantodendron pentadactylon Larr., miembro de la familia Sterculiaceae
(Cronquist, 1981). Es un arbol conocido cominmente como “Flor de
manita”, “Palo de yaco” o “Macpalxéchitl” en nahuatl, que quiere decir “flor
de palma de mano”. Este nombre se debe a que los filamentos de los
estambres semejan una mano, siendo el sexto dedo el estilo (Bye, 1987).
Esta planta ha sido apreciada en México desde la época prehispanica,
como lo demuestran las fuentes histéricas por medio de sus dibujos y
manuscritos, que suponen ademas una importancia ritual. Actuaimente, las
flores son utilizadas en infusién frecuentemente combinadas con otras
plantas como remedio para enfermedades de! corazén, presién alta y
sedante para los nervios.

En los dltimos afios, el cambio de uso del suelo para la introduccion de la
ganaderia y agricultura ha ocasionado la destruccién de los habitats
naturales de este arbol, bosque de pino-encino y bosque mesdfilo de
montana, dando como resultado que las poblaciones de estos arboles



disminuyan al punto de tener catalogada a esta especie como amenazada
(NOM-059-ECOL-2001).

A pesar de la importancia farmacolégica, fitoquimica, econdmica y cultural
de Chiranthodendron pentadactylon, las investigaciones realizadas no han
abordado el aspecto histolégico, por lo tanto, el presente estudio pretende
obtener informacidén detallada sobre fa histologia de Ia flor con la finalidad
de proporcionar una referencia que apoye su correcta identificacion como
parte del control de calidad de los herborizados comerciales, asf como para
identificar y ubicar algunos metabolitos bioldgicamente activos en sus

tejidos.






ANTECEDENTES

TAXONOMIA

Cronquist (1981), agrupa a las familias Sterculiaceae, Elaeocarpaceae,
Tiliaceae, Bombacaceae y Malvaceae en el orden Malvales. Sin embargo,
autores como Alverson y colaboradores (1999) no aceptan este arreglo
taxonémico, y proponen la formacion del clado Malvatheca que incluye a
toda la familia Malvaceae y la mayoria de los géneros de Bombacaceae,
mas los géneros Fremonthodendron y Chiranthodendron, los cuales eran
tratados habitualmente como esterculiaceas, esto a partir de sus trabajos
de secuenciacion y comparacién de bases en el gen ndhF de cloroplasto.
Por su parte, Nyffeler (1999) apoya la idea de agrupar a las familias
Sterculiaceae, Tiliaceae, Bombacaceae y Malvaceae en un solo orden
moaofilético (Malvales), dentro de todo un nuevo sistema de clasificacion
en donde se reconocen 40 ordenes basados en estudios de filogenia
molecular, utilizando secuenciaciones del gen rbclL. Este ultimo autor
sefiala que su propuesta de clasificacion puede cambiar en afios venideros,
especialmente a nivel de ordenes. Por lo anterior, para los fines de este
trabajo, se recurre a la clasificacion tradicional de Cronquist (op. cit.).

DESCRIPCION DE LA FAMILIA STERCULIACEAE

Esta familia agrupa a arboles, arbustos o hierbas incluidos en 68 géneros y
700 especies que estan caracterizados por la presencia de tricomas
estelados o peltados. Comunmente presentan células taniniferas, celuias
mucilaginosas, cavidades o canales liségenos o esquizdgenos, que se
encuentran de manera caracteristica en el tejido parenquimatoso; grupos
de cristales de oxalato de calcio o cristales solitarios; los elementos de vaso
presentan placas perforadas simples; los elementos traqueales tienen
punteaduras rebordeadas inconspicuas o punteaduras simples. Las hojas
son alternadas, simples y frecuentemente palmatilobuladas, con venacion
que va de pinnada a palmaticompuesta; estipulas presentes pero éstas
caen tempranamente; los estomas son en su mayorla anomociticos; el
sistema vascular es con frecuencia sifonostélico. Las flores se agrupan en
varios tipos de inflorescencias y rara vez son solitarias, son actinomoérficas
o raramente  zigomorficas, bisexuales pero cumunmente son
funcionalmente unisexuales. El perianto es cominmente uniseriado y esta



constituido por tres a cinco pétalos valvados, los sépalos estan basalmente
connados pero usualmente estad presente un numero igual de pétalos; los
nectarios estan constituidos por cimulos de tricomas glandufares que se
encuentran en la base de los sépalos. El androceo frecuentemente consta
de dos series de cinco estambres cada uno, estos estan unidos por sus
filamentos formando un tubo que rodea al ovario y que comiunmente se
asienta sobre un androgindforo; las anteras son tetrasporangiadas y
bitecadas; los sacos de polen son paralelos y adyacentes o algunas veces
son divergentes y separados, abren por lineas de dehiscencia
longitudinales y rara vez por poros apicales; los granos de polen son
binucleados, se encuentran desde tricolporados lisos o reticulados hasta
pentacolporados y espinulosos. Gineceo de uno a 60 carpelos, pero en la
mayoria de las especies son cinco, estos generalmente estan unidos para
formar un ovaric compuesto por tantos loculos como carpelos y con los
estilos connados formando un tnico pistilo, el ovario es stipero con uno,
dos o varios 6vulos por cada carpelo, estos Ovulos muestran placentacion
axilar, marginal o parietal, pudiendo ser anatropos o hemianatropos. Las
semillas son bitégmicas, crasinucelares, comunmente con su micrépilo en
zig-zag. el endospermo es abundante y de desarrollo nuclear, rico en aceite
o almidén; el embrion es recto o curvado y con los cotiledones expandidos.
El fruto es variable, va de carnoso a correoso e incluso llega a ser leffoso,
son tanto dehiscentes como indehiscentes. En la mayoria de las especies
el niumero cromosoémica es de X= 20. Theobroma cacao, Cola nitida 'y C.
acuminata son especies de gran importancia econdomica. Las
esterculiaceas aparecen en el registro fosil a partir del Cretacico tardio y el
polen caracteristico de la familia aparece a partir del Paleoceno. (Cronquist,
1981).

CARACTERISTICAS DE Chiranthodendron pentadactylon Larr.

¢ DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Son arboles de 10 y hasta 30 m de altura; su madera es fragil, las ramas,
especialmente cerca de las hojas estan revestidas de tomento compuesto
de tricomas estrellados, que en conjunto presentan un color ferruginoso; la
corteza del tronco es lisa y de color café.

Las hojas son anchas y ovadas, con tres a cinco ldbulos profundos o
superficiales, palmatinervados, su base es notoriamente cordada, el apice
agudo o acuminado, son ligeramente crenadas, envés ferrugineo y haz casi
glabro; tienen peciolos de 8 a 11 cm y estan provistas de pequeilas
estipulas foliaceas, caedizas o persistentes. Dichas hojas son verdes y
estan cubiertas especialmente las jovenes, de tomento en ambas caras, las
adultas lo llevan solamente en la cara inferior.



Las flores son hermafroditas y zigomorficas, solitarias, axilares; los
pedunculos son opuestos a las hojas, con tres bractéolas; cdéliz
campanulado, cinco I6bulos lanceolados de color rojo en el interior y
tomentoso café rojizo en el exterior, imbricados, connados; apétalas; los
estambres son exertos, se presentan en namero de cinco, estan unidos por
la base formando un tubo cilindrico que se ensancha hacia abajo por donde
se une con el perianto; son de color rojo brillante y se extienden en la parte
superior, arqueandose ligeramente hacia adentro, dando el aspecto de una
mano; anteras largas, con dos tecas y dehisencia longitudinal; el polen
tiene forma triédrica y es de color amarillo; el ovario se encuentra
escondido en la base del tubo estaminal, sincarpico, cinco carpelos con
6vulos numerosos en cada léculo; el estilo asciende en medio del mismo
tubo y deja salir una pequeria punta amarillenta formada por cinco surcos
que forman el estigma.

El fruto es una capsula lefiosa pentavaivada, profundamente acanalado y
mide unos 12 cm es dehiscente de la parte media hacia el extremo
superior; las semillas son ovoides y de color negro, brillantes miden 5§ mm
de largo por 3 mm de ancho, con una caruncula granulosa de color amarillo
a naranja, endospermo carnoso y cotiledon circular, plano (Azuara, 1990;

Vazquez, 1998).

¢ DISTRIBUCION

El género consta de una sola especie, la cual es de distribucién restringida
en México, localizandose principalmente en forma silvestre, en los estados
de Guerrero, Oaxaca, Chiapas y hasta Guatemala, y en forma cultivada en
el Estado de México y Distrito Federal. Habita en bosques de pino-encino y
bosque mesdfilo de montana en altitudes de 2000 a 3000 msnm (Azuara,

1990; Bye, 1987).

¢ Usos

El atractivo principal de Ch. pentadactylon son sus flores, por lo que es muy
codiciada como planta de ornato en Jardines Botanicos, en Estados Unidos
y Europa (Vazquez, 1998).

Esta planta ha sido importante en México desde la época prehispanica, los
nahuas usaban los cocimientos de las flores para las inflamaciones de los
ojos y para aminorar los dolores de las hemorroides. Después de la
conquista se le atribuyd accion cardioténica y contra la epilepsia (Lara y
Marquez, 1996). La corteza del arbol se ha utilizado para elaborar correas,
las hojas flexibles se han usado para cubrir comida en los mercados de
Oaxaca y como emolientes (Martinez, 1936).

Actualmente, en el mercado de Sonora se recomienda para los nervios y el



corazén, combinada con yoloixéchitl (Talauma mexicana), magnolia
(Magnolia sp.), los tres toronjiles, el blanco y el morado (Agastache
mexicana) y el azul o chino (Dracocephalum moldavica), asi como flores de
azahar (Citrus spp.) todo esto tomado como té cuando sea necesario
(Linares et al. 1988).

En Carrizal de Bravo, Municipio de Leonardo Bravo, Gro., existe una gran
actividad de recoleccion de flores secas durante el periodo de floraciéon
comprendido entre febrero y abril, que involucra principalmente a mujeres y
nifios, que aunque no conozcan el uso terapéutico que se le da a la flor, si
saben del valor comercial de la misma. Esto representa un ingreso
econ6mico muy importante, lo que permite la conservacion del bosque de
esa regién en las zonas de crecimiento de los arboles de “flor de manita”
(Osuna, et al., 1998).

Presencia de la flor fresca
Presencia de la flor seca

- Ausencia de la flor

Grafica 1. Presencia de la “flor de manita” en el mercado de Sonora a lo largo del afio
(Tomado de Linares, et al., 1988).

La comercializacion de la “flor de manita”, en un 90% se lleva a cabo en el
mercado de Sonora, en la Ciudad de México (Grafica 1). El principal
abastecedor de la flor fresca es el municipio de Texcoco (especiaimente
San Miguel Tlaixpa), donde existen alrededor de 30 arboles que florecen de
noviembre a abril. Otra manera de vender la flor es en forma seca, cuya
procedencia es de los estados de Oaxaca y Guerrero, y su llegada a la
Ciudad de México es después de que termina la temporada de flor fresca,
entre los meses de julio a septiembre (Vazquez, 1998).
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¢ INVESTIGACIONES REALIZADAS

Existen pocos trabajos farmacol6gicos y fitoquimicos realizados en esta
especie. En 1948, Sodi y Martinez caracterizaron al pigmento de
macpalxéchitl, como una aglicona mas tres moléculas de glucosa y tres de
acido galico (precursor de taninos), que llamaron Trigalogluxi-5,7,4'-cloro-1-
Benzopiroxona.

Por su parte, Dominguez y colaboradores (1969), obtuvieron a partir de
extractos con flores secas los compuestos octacoseno (CogHss), dacosanol
B-1 (C22H4s0), B-sitosterol (CxgHs00) y un material rojo insoluble, giucosa y
sacarosa.

Dominguez y Gutiérrez, en 1972, aislaron octacoseno, dacosanol $3-1,
acetato sitosterol y un flavonoide rojo muy insoluble del extracto, que dio
reacciéon negativa a alcaloides y glucésidos cardiacos. En 1995, Perusquia
y colaboradores comprobaron el efecto farmacolégico del extracto acuoso
de las flores que inhibié la contraccidn muscular en aorta de rata
previamente estimulada con noradrenalina.

Mas recientemente, Lara y Marquez (1996), hicieron una recopilacion de
los compuestos aislados de la flor de Ch. pentadactylon (Cuadro 1).

Cuadro 1. Compuestos encontrados en flores de Ch. pentadactylon
{Mcdificado de Lara y Marquez, 1896).

NOMBRE _TIPO DE COMPUESTO_
Octacoseno ) Alqueno
Ester alifatico Ester
Glucosa Carbohidrato
Sacarosa Carbohidrato
B-sitosterol Esterol

Flavonoide rojo

Dacosanol -1 Alcohol
3-glucédsido de cianidina Glucésido de antocianina
Leucocianidina Antocianina
7-glucésido de luteolina Flavonoide
7-glucurdnido de luteolina Glucorénido flavonoide
3-glucédsido de quercetina Glucésido flavonoide
Gosipertina Glucordnido
3-glucorénido de gosipetina Gilucoronido
acido galico Acido
Triglucosido de apigenina Glucédsido flavonoide

Katzung (1986) menciond que los glucésidos cardiacos involucran a un
grupo de compuestos esteroides que tienen efectos primarios complejos
sobre las funciones mecanicas y eléctricas del corazén. También actuan
sobre el musculo liso y sobre otros tejidos. Su principal efecto terapeéutico
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consiste en aumentar la contractilidad cardiaca en la insuficiencia cardiaca
congestiva, es decir, cuando el gasto cardiaco es inadecuado para
proporcionar el oxigeno necesario al organismo.

Los gluctsidos cardiacos se dividen en dos grupos principales, los
cardendlidos y los bufadiendlidos. Los primeros son los mas abundantes y
ampliamente distribuidos en las plantas, mientras que los segundos sélo
han sido aislados en algunos géneros de plantas (Silla y Helleborus). Los
cardendlidos son bien conocidos por su uso medicinal como estimulantes
cardiacos, pero también presentan una importancia ecoldgica, ya que
pueden inducir el vémito y afectar el Sistema Nervioso Central de animales,
desalentando asi a los herbivoros potenciales. Ademas, diversos
herbivoros, especialmente insectos son capaces de neutralizar y almacenar
dichos cardendlidos y de esta forma pueden adquirir una efectiva defensa
contra sus posibles depredadores.

Respecto a estudios fisiolégicos y ecolégicos, se encuentran los trabajos de
Larreategui (1975) que investigé la reproduccidn sexual mediante la
autopolinizacién y polinizacién cruzada. En el mismo afio, describi6é la
polinizacion de esta especle por aves de habitos nectarivoros que
requieren estar perchadas para obtener su alimento (Toledo, 1975).
Algunas caracteristicas morfologicas del fruto y semillas fueron estudiadas
por Estrada (1987), asimismo, se analizaron los resultados obtenidos de
pruebas con polinizacién manual.

Garcla y Perales (1990), evaluaron la viabilidad de las semillas realizando
pruebas de germinacién bajo condiciones de almacenamiento y dan pautas
a la propagacién e introduccién de la especie. Recientemente, Osuna y
colaboradores (1997), realizaron pruebas de germinacion en respuesta a la
escarificacion, temperatura y luz y observaron la presencia de una cubierta
impermeable al agua en la exotesta y la endotesta de las semillas.

En cuanto a estudios etnobotanicos, Bye y Linares (1987), realizaron un
estudio de siete plantas medicinales encontradas en los mercados
mexicanos haciendo hincapié en sus usos actuales y en fuentes histéricas
(Codice de la Cruz- Badiano, Cédice Florentino e Historia Natural de la
Nueva Espafia), y encontraron que la informacion antigua de Ch.
pentadactylon fue censurada por atribuirle una importancia ritual (Fig. 1), y
que a partir deif siglo XX se emplea en infusion para enfermedades del
corazon, los nervios, epilepsia y sintomas de convulsiones. Asimismo,
anaden que la planta es cultivada y recolectada, la via de administracion es
oral y local, ademas de las flores se ha ocupado las hojas y la corteza.

Por otro lado, Osuna y colaboradores (1998), presentaron una propuesta
para la comercializacion de las flores en el Municipio de Miahuatlan, Oax,, a
partir de la experiencia anterior en el municipio de Leonardo de Bravo, Gro.,
donde la planta es una importante fuente de ingresos durante su floracion
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para los pobladores recolectores, pese a que desconocen su uso medicinal.

Figura 1. Macpalxéchitl. La manera de ilustrar las flores en forma de garra le atribuyen una
importancia ritual (Tomado de Herndndez, 1959).

SEPALOS

Los sépalos son ios componentes individuales del caliz, es decir, el verticilo
mas externo de la flor. Por lo comun son verdes, pero pueden ser
petaloides o de colores (Jones, 1988). Su estructura histolégica al ser
semejante a las hojas se describe de igual forma. Constan de un
parénquima fundamental, a menudo llamado mesdfilo, un sistema vascular
que atraviesa el parénquima fundamental, y capas epidérmicas sobre los
lados adaxial y abaxial. En el tejido fundamental o en asociacién con los
elementos vasculares puede haber células con cristales como idioblastos y
laticiferos.

El mesofilo esta raramente diferenciado en parénquima en empailizada y
esponjoso, pero puede contener grandes cantidades de clorénquima.



Generalmente es de estructura simple y consta de ceélulas
aproximadamente isodiameétricas flojamente dispuestas en un tejido
lagunoso. La epidermis de los sépalos presenta una aposicién de cutina y
desarrollo de estomas y tricomas similares a los de las hojas. E! sistema
vascular recuerda el de las hojas, pero es menos complejo (Esau, 1985).
Algunas estructuras secretoras como tricomas glandulares o cavidades,
que son comunes en las hojas, también se presentan en los sépalos. En
algunas especies los sépalos son de colores brillantes, parecidos a los
pétalos, y pueden producir fragancias y néctar. En estas flores los sépalos
cumplen una doble funcién, como proteccién de las partes mas intemas de
la flor y como atrayente para los polinizadores (Maushet, 1988).

La anatomla de la fior ha sido estudiada principalmente para explicar
alguno de los complejos detalles estructurales de las flores, para obtener
datos adicionales de la clasificacion de las angiospermas, embriologia y
mecanismaos de polinizacién.

NECTAR Y NECTARIOS

Bahadur y colaboradores (1998) afirman que el néctar es el mayor
atrayente y la mejor recompensa que dan las flores a sus polinizadores.
Esta secrecién resulta de diferentes y complejos procesos fisioldgicos de
glandulas especializadas llamadas nectarios. La secrecién y concentracion
del néctar esta relacionada con el estado fisiolégico y nutricional de la
planta y sus ritmos auténomos. El néctar puede estar constituido por
aztcares, aminoacidos, lipidos, alcaloides, glucdsidos, sustancias toxicas,
fenoles, proteinas, acidos organicos, vitaminas, compuestos inorganicos,
resinas, acido ascoérbico, polisacaridos mucllaginosos, etc. De todos, los
azucares son los principales componentes (Bahadur, et al. 1998). El efecto
de estos compuestos quimicos para los visitantes de las flores es diverso.
Los azucares los proveen de energia de manera instantanea y los
aminoacidos, lipidos y proteinas son valiosos en su nutricion. De igual
forma, se ha propuesto que el néctar podria servir como sefiuelo para los
depredadores, como en el caso de las hormigas ( Rao y Ramayya, 1998).

Los estudios de la composicion del néctar establecen que los azucares
comunes que se presentan en las flores son hexosas monosacaridas,
glucosa y fructuosa y un disacarido, sacarosa. Estos tres azucares se
encuentran combinados o separados. Baker y Baker (1982) hicieron un
resumen de la frecuencia de estos tres azucares en 765 especies (Cuadro
2). Existen ademas, otros tipos de azucares en los nectarios, sin embargo
son menos frecuentes y se les encuentra en menor cantidad. Estos



azucares son mono-, di-, tri-, y tetrasacaridos (Cuadro 3). Entre los
monosacaridos es frecuente encontrar a la arabinosa y la galactosa y
raramente la manosa. A los disacaridos se les encuentra ocasionalmente,
mientras que a los trisacaridos es mas frecuente encontrarlos (Baker y

Baker, 1981). .

Cuadro 2. Nimero de especies para cada combinacién de azicares en su néctar (Modificado
de Baker y Baker, 1982).

Azucares componentes del néctar No. de Porcentaje de
especies especies

Sacarosa 7 0.91
Glucosa 2 0.26
Fructuosa 4] 0.00
Sacarosa + glucosa 29 3.79
Sacarosa + fructuosa 1) 0.00
Glucosa + fructuosa 78 10.20
Sacarosa + glucosa + fructuosa 649 84.84

Total 765 100.00

Cuadro 3. Azucares menos frecuentes reportados en el néctar de mas de 1000 especies
distintas (Tomado de Baker y Baker, 1981).

Monosacaridos:
Arabinosa
Galactosa
Manosa

Disacaridos:
Gentobiosa
Lactosa
Maltosa
Melobiosa
Trehalosa

Trisacaridos:
Melecitosa
Rafinosa

Tetrasacaridos:
Estaquiosa

El término tejido nectarifero se refiere al tejido que forma el nectario,
constituido por una epidermis con o0 sin tricomas y un parénquima
especializado. El parénquima esta compuesto por células relativamente
pequefias con citopiasma granular denso y un nucleo relativamente grande

(Fahn, 1998).
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El néctar que se secreta tiene origen en la savia del floema. El pre-néctar
se mueve a lo largo de los elementos cribosos hacia las células del tejido
nectarifero, donde utiliza la via de los plasmodesmos. La composicion del
pre-néctar se modifica en el tejido nectarifero por actividad enzimatica y por
procesos de reabsorcion. El néctar es exudado desde el nectario
mediante: ceélulas epidermales, tricomas, células del parénquima
nectarifero, estomas modificados o cavidades lisdgenas (Fahn, 1998).

Entre las caracteristicas morfolégicas de {as plantas, los nectarios no solo
tienen importancia histolégica, sino también filogenética. Rao y Ramayya
(1998) realizaron un estudio que evalta la importancia morfolégica y
filogenética de los nectarios florales para 32 géneros y 64 especies de las
Malvales, de las cuales, 11 especies pertenecen a la familia Sterculiaceae.
Ellos encontraron que dentro de la familia Sterculiaceae, donde el caliz es
usualmente gamosépalo, el nectario se encuentra en la base de éste, de
modo que el néctar no gotea hacia afuera y asl se halla disponible para los
polinizadores. Los nectarios se forrnan como una capa interna continua de
tricomas en forma de clava uniseriados, filiformes o piriformes. Asimismo,
una sola especie presentd tricomas uniseriados piriformes en la base
abaxial del sépalo. Ademas, indican ia ausencia de nectarios extraflorales,
excepto en algunos miembros de la familia Malvaceae, los cuales carecen
de tricomas glandulares. Finalmente concluyeron que los nectarios
extraflorales son un taracter mas avanzado que los nectarios florales,
dentro de la historia evolutiva de las Malvales.

FARMACOGNOSIA

La palabra farmacognosia proviene de los vocablos griegos pharmacon que
significa venenos o medicamentos y gnosis que significa conocimiento, lo
que se interpreta como conocimiento de los venenos o medicamentos. Sin
embargo, la farmacognosia limita su campo de investigacién a las drogas y
sustancias medicamentosas exclusivamente de origen natural: vegetal,
animal o microbiano (hongos, bacterias). Estudia tanto sustancias con
propiedades terapéuticas como sustancias tOxicas, excipientes u otras
sustancias de interés farmacéutico, aunque su uso sea basicamente
tecnologico y no terapéutico. Se considera una rama de la farmacologia,
ciencia descriptiva que estudia la accion y el efecto de las sustancias
quimicas, de diversa naturaleza y origen, sobre la materia viva (Tyler, et al.,
1979; Bruneton, 1999; Kuklinski, 2000).

Para la farmacognosia, estudiar una planta es definir su identidad, esto es:
establecer las caracteristicas morfoanatomicas, tanto macroscépicas como
microscopicas, y las organolépticas, que permitan la caracterizacion de la
droga; investigar los métodos optimos de produccidon; establecer
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cuantitativa y cualitativamente sus principios activos; controlar la calidad de
las drogas; establecer sus propiedades farmacolégicas; e investigar nuevos
principios activos que puedan constituir un punto de partida para el disefio
de nuevos farmacos en el futuro (Trease y Evans, 1988; Bruneton, 1999;
Kuklinski, 2000).

Para valorar una droga, es decir, para identificar la calidad y pureza de la
misma, se realizan diversos ensayos que se pueden clasificar en:
organolépticos, botanicos (macroscopico y microscopico), fisicoquimicos y
farmacodinamicos y bioldgicos (Tyler, et al., 1979; Kuklinski, 2000).

Los ensayos botanicos que se practican para la valoracion microscéopica de
la droga vegetal, estan dirigidos para controlar caracteristicas histologicas
y/o histoquimicas especificas, debido a que las drogas se pueden emplear
no pulverizadas, es decir, enteras o fragmentadas, y pulverizadas. De entre
las diversas clasificaciones que existen para el estudio de éstas
caracter(sticas, para el presente estudio se considera la adoptada por
Trease y Evans (1988) y Kuklinski (2000), en la que sugieren dividir en dos
grupos: drogas organizadas o estructuras celulares cuando se realizan
observaciones en el tejido conservado, y no organizadas o contenidos
celulares cuando el tejido esta disociado y se realizan interpretaciones a
partir de los contenidos celulares ergasticos (Cuadro 4).

Para identificar y determinar la calidad y pureza de un fitofarmaco que
solicita la aprobaciéon del Sector Salud Institucional, se debe comparar la
muestra desconocida con muestras de drogas auténticas o con la
descripcidn que se hace de ellas en las farmacopeas y otras publicaciones
autorizadas, cuya caracterizacion se debe de realizar a partir de ejemplares
enteros, y que idéneamente cuenten con las normas de calidad y sanidad
en cuanto a cultivo, recoleccion, etc. (Tyler, et al., 1979).

La identificacién de las drogas vegetales es posible gracias a que existen
algunos elementos celulares o del tejido que son propios o caracteristicos
de cada droga que se determinan al estudiaria al microscopio, pulverizada
o micronizada (Cuadro 4). La identificacion se puede producir tanto por la
presencia como por la ausencia de dichos elementos, lo que también
permite la deteccidn de adulteraciones (Kuklinski, 2000).

La determinacion de la calidad de la droga esta dada, principalmente, por la
cantidad de principios activos que contiene, aunque también suelen
incluirse otros compuestos como: carbohidratos, glucosidos, esteroides,
alcaloides, vitaminas o algunas proteinas. En cambio, el grado de pureza
se determina por la presencia de materia extrafia, es decir, otras partes de
la planta que no constituyen la droga vegetal u otras especies que no son
las declaradas y que se les ha afiadido de forma voluntaria o involuntaria.
De igual forma se puede determinar si el estado de conservacion es
deficiente, debido a la presencia de hongos o bacterias. En el primer caso,
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a las drogas se les denomina drogas falsificadas y en el segundo drogas
alteradas (Tyler, et al., 1979, Kuklinski, 2000).

Cuadro 4. Principales elementos celulares que deben ser estudiados para {a caracterizacién
histolégica de las drogas vegetales (Trease y Evans, 1988; Kuklinski, 2000).

DROGAS ORGANIZADAS O DROGAS NO ORGANIZADAS O
ESTRUCTURAS CELULARES CONTENIDOS CELULARES
a Elem;e:rir';?:slargos o Almidén
Traqueidas e Aceites y grasas
\é:(s’?:sleﬁosos s Inulina
Tubos cribosos = Granos de aleurona
gg cr:g:’:::ss o cavidades = [nclusiones salinas .
Tubos laticiferos Carbonato calcico (CaCOs)
Oxalato calcico (CaC204)
= Elementos cortos Silice (SiO2)
Células del parénquima .
Células de suber = Taninos
Células pétreas o = Gomas y mucilago
esclereidas s Latex

Células epidérmicas
Recubrimiento de cuticula
Estomas

Pelos o tricomas
Glandulas de secrecion

¢ DROGAS ORGANIZADAS O ESTRUCTURAS CELULARES

Las bracteas, caliz y en menor proporcién, la corola, poseen estructura de
hoja y dan tugar a elementos de epidermis con estomas, pelos glandulares
o tectores, células del mesdfilo, glandulas de esencia y cristales. La forma,
tamafo y estructura de las células epidérmicas; forma, distribucion y
relaciéon de Jos estomas respecto a las ceélulas epidérmicas; forma,
distribucién y abundancia de los pelos epidérmicos, son de importancia
diagnéstica (Trease y Evans, 1988).

¢ DROGAS NO ORGANIZADAS O CONTENIDOS CELULARES

En las drogas pulverizadas debido a que las células se encuentran rotas,
los contenidos celulares ergasticos son muy importantes para la
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identificacion. Los mas importantes en farmacognosia son aquellos que
pueden ser identificados en drogas vegetales mediante el examen
microscopico o por pruebas fisicas o quimicas. Estos contenidos celulares
son tanto productos de reserva como productos de!l metabolismo
secundario y comprenden carbohidratos, proteinas, aceites fijos y grasas,
alcaloides y purinas, glucdsidos, aceites esenciales, gomas y mucilagos,
resinas, taninos, oxalato calcico, carbonato calcico y sllice. En la droga
pulverizada pueden distinguirse con frecuencia fragmentos delicadamente
coloreados de Ia corola (Trease y Evans, 1988).

= Taninos

Los taninos en el mas amplio sentido de la palabra, son un grupo
heterogéneo, derivados del fenol cominmente relacionados con los
glucdsidos. Son sustancias amorfas, amarillas, rojas o pardas que se
conservan muy claramente en las preparaciones. Se presentan como
masas granulares mas o menos finas, o como corpusculos de diversos
tamanos (Esau, 1985).

Los taninos estdn ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Son
comunes en gimnospermas y angiospermas, entre las angiospermas son
mas frecuentes en las dicotiledoneas que en las monocotiledoéneas. En la
planta se localizan en la corteza, madera, hojas, frutos y raiz (Lépez, 1989,
Scalbert, 1991). Pueden hallarse en las vacuolas de células aisladas o bien
en formaciones especiales denominadas sacos taniferos, en el protoplasto
y también puede hallarse impregnando las paredes celulares secundarias,
como sucede en el tejido suberoso. Dentro del protoplasto los taninos
aparecen frecuentemente en las vacuolas, o también en el citoplasma en
forma de pequefias gotitas que eventualmente pueden fusionarse (Esau,
19885). Si se desea estudiar la distribucién de los taninos en la planta, los
cortes histolégicos deben realizarse en seco, pues los taninos son solubles
en agua y en alcohol (Trease y Evans, 1988).

En cuanto a sus caracteristicas quimicas, los taninos se disuelven en agua
formando disoluciones coloidales, pero su solubilidad varia segun el grado
de polimerizacion (disminuye conforme ésta aumenta). Son solubles en
alcoholes y en acetona. Las disoluciones acuosas poseen una estabilidad
variable segin su estructura, generalmente moderada. Asl, durante la
decoccién, un tanino como la geraniina se descompone en 30 minutos en
acido galico, acido elagico y corilagina. Como todos los fenoles, los taninos
reaccionan con cloruro férrico. Sus disoluciones acuosas precipitan con
sales de metales pesados y con gelatinas (Bruneton, 1999).

En los vegetales superiores se distinguen, generalmente, dos grupos
diferentes de taninos, tanto por su estructura como por su origen
biogenético: taninos hidrolizables y taninos condensados (Bruneton,1999).
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La clasificacién de los taninos, sus caracteristicas y los métodos de

identificacion se muestran en el cuadro 5.

Cuadro §. Clasificacion, caracteristicas y métodos de identificacion para los taninos (Tyler,
1979; Bruneton, 1999).

CARACTERISTICAS METODOS DE IDENTIFICACION
¢ | Son oligo- o poliésteres de un azicar | Los taninos galicos y elagicos con
H (o de un poliol relacionado) y de un | sales férricas dan coloraciones azul-
@ | ndmero variable de moléculas de | negro, producidas por el i6n férrico.
§ acido fenol. El azucar generalmente | Los taninos galicos dan coloracién
5' es la B-D-glucosa. El 4cido fenol es o rosla con yoduro potasico (el acido

bien acido galico en el caso de los | galico libre se colorea de naranja con
5 taninos gdlicos, o el 4cido | este reactivo).
X | hexahidroxidifénico y sus derivados | Los taninos elagicos se colorean con
vy | de oxidaciéon, en el caso de los | &cido nitroso en medio acético
g taninos clasicamente (aunque de | (primero rosa, después vira a purpura
s manera impropia), denominados | y a azul).
= taninos eldgicos. :\zul de Pn,(l’sia con c!;;.:rolférrioo y

erricianuro de potasio color azul.

8 Los taninos condensados o | Con sales férricas, el i6n férrico
S: proantocianidoles  son polimeros | produce un color verde marrén
3 | flavanicos. Estan constituidos por | verdoso.
uz_l unidades de flavan-3-oles ligadas | Los taninos condensados se colorean
Q | entre si por enlaces carbono-carbono | especificamente en rojo con vainillina
S | generalmente 48 6 46, resultante | clorhidrica.
Q | de un acoplamiento entre el C-4
o electrofilico de un flavanilo que
Q | proviene de un flavan4-ol o de un
< | flavan-34-diol y una  posiciéon
s nucledfila de otra unidad.
-

Respecto a su funcion bioldgica, los taninos se consideran como sustancias
que protegen al protoplasto contra la desecacion, putrefaccion y
destruccion por animales; como sustancias de reserva relacionadas de
manera no determinada con el almidén; como sustancias asociadas a la
formacion y transporte de azicares; como antioxidantes; y como protector
de la homogeneidad del citoplasma (Esau, 1985).

Histoéricamente, la importancia de las drogas con taninos esta ligada a sus
propiedades curtientes, ya que tienen la capacidad de formar enlaces
cruzados muy estables con macromoléculas como la celulosa, pectinas y
proteinas ya que pueden precipitarias. Cuando los taninos precipitan a las
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proteinas en solucidbn y se combinan con ellas, haciéndolas resistentes a
las enzimas proteoliticas, se establece una accibn conocida como
astringente y constituye la base para la accién terapéutica de los mismos.
Muchas de las drogas vegetales que contienen taninos, se emplean en
medicina como astringentes del tracto gastrointestinal y de las
excoriaciones de la piel. En el tratamiento de las quemaduras, las proteinas
de los tejidos expuestos precipitan y forman una capa protectora antiséptica
bajo la cual tiene lugar la regeneracion de los tejidos (Tyler, 1979; Loépez,

1989; Bruneton, 1999).

= Mucilago
Las gomas, las pectinas y los mucllagos son macromolécuias osidicas qué
al contacto con el agua forman disoluciones coloidales o geles. La
tendencia actual es abandonar estos términos y utilizar el de hidrocoloides
vegetales que es mas general o incluso, mas globalmente el que refiere a
polisacaridos vegetales. Aunque el término polisacarido parece falto de
especificidad, la dificultad que a veces existe para delimitar histolégica y
quimicamente las nociones de gomas y mucilagos e incluso de pectinas
obliga a dar preferencia, siempre que sea posible, a un criterio quimico-
estructural para clasificar estos polimeros (Bruneton, 1998). La clasificacién
se basa principalmente sobre aquellas secuencias de residuos de aztcar
en los polisacaridos que forman las cadenas interiores y una variedad de
residuos de iguales o distintos azucares puede estar unida formando

cadenas laterales (Aspinall, 1970).

Se han establecido una serie de criterios para diferenciar gomas y
mucilagos. Las gomas son moléculas complejas, siempre heterogéneas y
ramificadas, que contienen acidos urénicos. Fiuyen al exterior del vegetal y
en general se considera que resultan de un traumatismo. Solidifican por
desecacion, son insolubles en disolventes organicos, lo que las diferencia

de las resinas (Bruneton, 1999).

En cuanto a los mucilagos se considera que son constituyentes celulares
normales, preexisten en formaciones histolégicas especializadas (células o
canales) frecuentes en el endospermo de las semillas. Son pollmeros
heterogéneos con caracter neutro o acido, lo que permite su clasificacion.
Estan ampliamente distribuidos siendo comunes en las Malvaceas
(mucilagos acidos) y en Fabales (mucilagos neutros del endospermo). Son
agentes de retencién hidrica, que poseen un papel activo en la germinacioén
(Bruneton, 1999; Kuklinski, 2000).

Siguiendo la clasificacion de Bruneton (1999), los mucilagos neutros estan
compuestos principalmente por una cadena lineal de D-manosa unidas en
B-(1—4), son estrictamente insolubles en agua. Los polisacaridos mas
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frecuentes que contienen manosa son:

s Glucomananos. En estos polimeros del 20 al 50% de las unidades
de D-manosa de la cadena se encuentran reemplazadas por D-
glucosas. Las uniones interosidicas siguen siendo p-(1—4); pueden
tener varias manosas contiguas pero las glucosas permanecen
aisladas. Son mas abundantes en las Gimnospermas que en las
Angiospermas, frecuentes en los 6rganos subterraneos de diversas
monocotiledéneas.

s Galactomananos. En estas moleculas se sustituye el grupo
hidroximetilico en C-5 de determinados residuos de D-manosa de
una cadena polimanosidica por un resto D-galactosilico unido en «a.
El porcentaje de sustituciones varia del 30 a cerca del 100%, segun
la especie vegetal. Se encuentra en diversas semillas (Annonaceae,
Convolvulaceae, Palmae), constituyen un depdsito extracelular en el
endospermo de las semillas de las Fabales en los que se pueden
representar hasta un 40% de la masa.

= Galactoglucomananos. La cadena central es del tipo de los
glucomananos y un numero variable de unidades de manocsa de
estas moléculas se sustituyen en C-6 por un resto de o-D-
galactosilico unido en a. Son componentes frecuentes de las
hemicelulosas, se acumulan a veces en fas semillas.

Aspinall (1970) considera un subgrupo mas para los mucllagos neutros:

o Arabinoxilanos. Son solubles en agua y comunes en el endospermo
de las leguminosas. Estan constituidos por cadenas lineales de D-
glucanos unidas en B(1—3) y B(1-—>4) y altamente ramificado por L-
arabino-D-xylanos. Algunas veces se presentan residuos de o-L-
arabinofuranosas unidas en (1—4) a las cadenas de $-D-xilanos.
Esta forma de mucilago es comun en piantas superiores.

Teniendo en cuenta las dificultades encontradas para clasificar
quimicamente la estructura de los mucilagos acidos, y basandose en el
origen botanico y analogfas estructurales, Bruneton (1999) incluye dentro
de los mucilagos acidos a las drogas que concuerdan en clasificar asi la
mayoria de los autores. En cambio, Aspinall (1970) incluye a los
polisacaridos compuestos por cadenas de acido-D-galacturénico y residuos
de L-ramnosa. Por su parte Kuklinski (2000) unicamente determina que se
encuentran principalmente en tres familias de vegetales: Plantaginaceas.
Linaceas y Maivaceas, aunque no son exclusivos de ellas y que los
diferentes tipos de mucllagos acidos presentan numerosas propiedades
que determinan su uso terapéutico:

Emolientes y antiinflamatorios.

Antitusigenos.

Protectores de la mucosa del tracto digestivo.

Mucilagos con propiedades hipoglucemiante e inmunoestimulantes

cnbo&n
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de tipo inespecifico.

Existen distintos mucilagos 4acidos representativos de la familia
Sterculiaceae, de los cuales la goma karaya o goma esterculia es el mas
.importante. Es el exudado viscoso natural del arbol Sterculia urens Roxb.,
que se cultiva principalimente en la india, y que se obtiene mediante
incisiones o quemadura de la madera. Se trata de un heteropolisacarido
ramificado acetilado que tiene un alto componente de residuos de L-
ramnosa, D-galactosa, acido D-galacturénico y acido D-glucorénico. La
goma de buena calidad es incolora y translicida, pero puede contener
algunas impurezas pigmentadas. Es una de las gomas vegetales menos
solubles que al contacto con el agua se hincha formando una suspension
de elevada viscosidad (Kirk-Othmer, 1980; Trease y Evans, 1988;
Bruneton, 1999).

Se usa como laxante mecéanico. La goma pulverizada es un agente para
formar emulsiones, suspensiones, pastillas, pastas y polvos para fijacién de
dentaduras. En soluciones para fijar el cabello y en lociones para la piel
(Tyler et al., 1979, Trease y Evans, 1988; Bruneton, 1999).

Diversas reacciones pueden asegurar su identidad (Trease y Evans, 1988;
Bruneton, 1999):

a  Por técnicas fitoquimicas se permite su caracterizacion, por
cromatografia en capa fina, de galactosa y de ramnosa en un
hidrolizado sulfarico de la goma.

s Histoquimicamente, se tifile de rojo con la solucién de rojo de

rutenio.

Otras especies de la familia Sterculiaceae productoras de goma son S.
tomentosa Guill. & Perr. y S. tragacantha, las cuales producen una goma
denominada “goma M'Bep” o “goma de tragacanto” (Bruneton, 1999).
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OBJETIVOS

GENERAL:

O Caracterizar histolégicamente los sépalos de Chirantodendron
pentadactylon.

ESPECIFICOS:

Describir y comparar la estructura histolégica de sépalos herborizados
y no herborizados de la flor de Ch. pentadactylon.

Analizar ias reacciones histoquimicas de los sépalos herborizados y no
herborizados.

Determinar los azucares presentes en las cavidades de los sépalos
herborizados y no herborizados.
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METODO

SITIO DE ESTUDIO

Las recolectas se efectuaron en Carrizal de Bravo, Municipio de Leonardo
Bravo que se localiza al oeste de Chilpancingo, formando parte de la regidn
centro del estado de Guerrero. Carrizal de Bravo estad ubicado en los
paralelos 17°33'17” de latitud norte y 99°60°17" de longitud oeste y su
altitud es de 2400 msnm. La regidn presenta un clima templado subhimedo
(C(w)) con temperatura media anual de 15°C y una precipitacion pluvial de
1 253 mm. La época de lluvias se presenta de junio a septiembre, siendo
agosto el mes mas lluvioso (INEGI, 1988).

Carrizal de Bravo se encuentra en medio de un bosque mesdfilo de
montafa, que se caracteriza por presentar tanto arboles perennifolios como
caducifolios, siendo un bosque denso con una altura hasta de 35 m. Incluye
ademas, varios estratos arbéreos, el arbustivo y el herbaceo, pudiéndose
encontrar trepadoras leffiosas. Entre los géneros mas frecuentes se
mencionan a: Archibachars, Celastrus, Smilax, Vitis, etc, las epffitas estan
bien representadas como liguenes, musgos y pteridofitas, se han registrado
helechos arborescentes, asi como géneros de arboles como Magnolia,
Saurauia, Synardisia, Weinmannia, etc. (Rzedowski, 1978).

¢ COLECTA
Se recolectaron flores en antesis, en el mes de marzo del 2001 para

obtener ejemplares frescos (no herborizados). Las flores herborizadas (ya
disponibles en el laboratorio) se colectaron en el mes de abril de 1999.

TECNICAS HISTOLOGICAS

¢ FIJACION Y DESHIDRATACION

Se obtuvieron pequefios fragmentos de las flores herborizadas y no
herborizadas a estudiar: parte media y basal de los sépalos (Fig. 2),
después de lo cual se fijaron en FAA (Formaldehido-Acido acético-Alcohol

etllico al 96% y agua, 1:0.5:5:3.5).
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Fig- 2. Seccionhes en las que se dividi6 los sépalos (A=apical, M=media y B=basal).

Algunas de las flores fueron conservadas en fresco, mediante refrigeracion,
para la aplicacion de técnicas histoquimicas.

Las flores herborizadas antes de la fijacion, se rehidrataron hirviéndolas en
agua por un lapso de una hora, dejando enfriar por 24 horas y repitiendo la
operacion nuevamente (Diego, com. pers.).

Después de 24 horas, el material fijado (flores herborizadas y no
herborizadas) se lavd en agua corriente por 2 horas para luego
deshidratario en una serie gradual de alcohol etilico (30%, §0%, 70%, 85%,
96% , 100% y 100%) permaneciendo 24 horas en cada solucion.

e INCLUSION Y CORTES

Para 1a inclusioén en parafina (paraplast), después del alcoho! absoluto se
cambi6 a xilol puro durante 10 minutos y luego a xilol:paraplast (1:1) por 24
horas y por dltimo en paraplast puro durante 2-3 semanas a 5§6°C. Dicha
inclusiobn se realizé6 en moldes de papel, para la obtencidn de cortes
mediante el uso de un micrétomo de rotacion (American Optical) calibrado
a 6-8 um. Los cortes se realizaron utilizando navajas desechables de acero.

También se efectud la inclusién en LR-White, seguido del ultimo cambio de
alcohol, se pasé a otra serie graduada de LR-White y alcohol absoluto (1:3,
1:1 y 3:1) por 24 horas en cada uno a 4°C. Ulteriormente, se efectuaron dos
cambios de LR-White puro de 24 horas cada uno. La polimerizacion de la
resina se llevé a cabo a 55°C en ausencia de O,, dentro de capsulas de
gelatina. Los cortes se obtuvieron en un ultramicrétomo (MT2-B) con
cuchillas de vidrio y calibrado a un grosor de 1um.

TESIS CON
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¢ TINCION

Los cortes se desparafinaron en {a estufa a 56°C por 1 hora, después se
pasaron por tres cambios de xilol; uno de alcohol al 100% y otro al 96% por
tres minutos cada uno. Los cortes se tifleron con una tincién doble de
safranina—verde rapido en metilcelosolve (Lépez, et al., 1998) y con la
tincion cuadruple de Johansen (Johansen,1940).

Los cortes en resina se tifieron con azul de toluidina (Lépez, et al. 1998).

¢ HisToaulmica

Para el analisis histoqulmico se aplicaron las siguientes pruebas en cortes
desparafinados:

e Acido Peryédico—Reactivo de Shift (APS). Tifie polisacaridos
insolubles en magenta (Johansen, 1940).

a APS / Azul negro de naftol: Tincidn doble para evidenciar
polisacaridos insolubles en magenta y proteinas en azul (Engleman,
com. pers.).

= Azul negro de naftol: Tifie las proteinas en azul ( Lopez et al., 1998)

=  Cloruro férrico: Se tifien los taninos hidrolizables en color azul-
verdoso (Johansen,1940).

e Floroglucina—acido clorhidrico: Tifie la lignina de color rojo violaceo
(Curtis, 1986).

e fugol: Tife las reservas de almidén de azul intenso a morado
(Lopez, et al., 1998).

o Rojo de rutenio: Tifle pectinas en tonalidad de rosa a rojo (O'Brien y
Mc Cully, 1981). Tifie mucllago en rojo (Trease y Evans, 1988,
Bruneton, 1999).

o Rojo “O" de aceite: Tifte la cuticula y reservas lipidicas de rojo
(Lépez, et al., 1998).

s Vainillina—acido clorhidrico: Tifie taninos condensados de color
rosa a rojo (Johansen,1940).

Para los sépalos no herborizados las técnicas histoquimicas de APS, rojo
“O" de aceite, florogiucina y cloruro férrico, se realizaron en corte de

material en fresco, obtenidos manualmente con navaja de rasurar. En el
caso de los sépalos herborizados no se realizé la prueba de APS.

¢ MORFOMETRIA

Se efectuaron medidas de la longitud y numero de células de los tricomas y
del grosor de la epidermis adaxial y abaxial de los sépalos, para esto se
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dividié en distintas zonas la parte media def sé&palo (Fig. 3).

Las mediciones fueron realizadas en tres cortes distintos de sépalos de tres
flores diferentes. El nimero de mediciones fue de: 360 para el grosor de ia
epidermis; 173 para la longitud de los tricomas; y 61 para el numero de
celulas.

Las mediciones se realizaron utilizando el programa lmage Zeiss y fueron
analizadas mediante analisis de varianza de una via (Tukey) en el
programa STATISTICS 98 para encontrar si habia diferencias significativas.

ADC

ADM2 ADM1 ADMA

-
I

] |

F-

ABC ABM

Fig. 3. Zonas en las que se dividi6 la parte media del sépalo en cortes transversales. Para la
cara abaxial: abaxial centro (ABC), abaxial media (ABM) y abaxial margen (ABMA). Para la cara
adaxial: adaxial centro (ADC), adaxial media dos (ADM2), adaxial media uno (ADM1) y adaxial
media margen (ADMA).

¢ MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (MEB)

Se tomaron pequefios fragmentos de los sépalos de la flor no herborizada,
tanto de la parte basal como de la parte media, que se encontraban fijados.
Posteriormente se deshidrataron en etanoles graduales (30%, 50%, 70%,
85%, 96% , 100% y 100%), durante dos horas en cada uno. Las muestras
se procesaron en una desecadora de punto critico con CO, marca Bal-Tec,
y se colocaron en porta muestras metdlicos para ser cubiertas con una fina
capa de oro con una ionizadora CPD 030. Las observaciones se realizaron
en el microscopio electrénico de barrido JEOL 5310 LV, donde se tomaron
placas fotograficas del material y se capturaron fotomicrografias.
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DETERMINACION DE LOS AZUCARES CONTENIDOS EN LAS
CAVIDADES DE LOS SEPALOS

¢ DETERMINACION DE LOS SACARIDOS EN FLLORES FRESCAS

Se efectud una cromatografia bidimensional del contenido de las cavidades
de las flores en fresco, tanto para la parte basal como para la parte media.
Con una navaja de rasurar se realizd un corte transversal en la base de los
sépalos, y con ayuda de un tubo capilar se obtuvo una muestra de la
sustancia viscosa que se aplico directamente en la placa cromatografica de
gel de silice (60 Fas4, Merck), que se corrié con una mezcla de Propanol:
Etanol: Agua (7:1:1). Posteriormente, se aplicaron soluciones en agua
destilada (12mg/ml) de los nueve azucares estandares (Merck)
D(+)manosa, D(-)arabinosa, ribosa, D(+)glucosa, sacarosa, D(-) fructuosa,
D(+)galactosa, xilosa y ramnosa, y se corrié en una mezcla de Acetonitrilo:
Propanol: Acetato de etilo: Agua (85:20:20:15).

¢ AISLAMIENTO Y DETERMINACION DE LOS SACARIDOS DE LA SUSTANCIA
VISCOSA DE LAS FLORES HERBORIZADAS

= Extraccion de la sustancia viscosa

Se molieron 84.65g de flores secas de Ch. pentadactylon en molino
mecanico hasta obtener un triturado muy fino para su posterior extraccion
selectiva por la técnica de Soxhlet: se produce un goteo que moja
completamente el cartucho que contiene la harina de la flor, efectuandose
entonces la extraccion de la sustancia afin con el disolvente empleado; los
solutos disueltos se van concentrando en el matraz de fondo redondo que
contiene el disolvente, el cual se recicla a través del sistema.

Se efectud una primera extraccidon con hexano (500ml/3 veces/8h), para
eliminar las grasas y compuestos polares, y una segunda extraccion con
etanol (500ml/4 veces/8h), con el objeto de separar otras substancias de
mayor polaridad.

Se dejé secar el material molido luego de ser sometido a las extracciones
anteriores, registrando un peso de 72.8 g. Se colocé en un cristalizador y
se le agregd acido acético en agua al 1% en cantidad suficiente para que el
material se suspendiera y se agité durante Sh con un agitador mecanico. A
continuacion la mezcla se vacié en embudos con papel filtro plegado, el
filtrado se colecté en matraces Erlenmeyer de 500 ml, y permanecid asi
hasta que el escurrimiento de la sustancia mucilaginosa fuera completo.
Inmediatamente se le agregd etanol para provocar la precipitacién del
compuesto, el cual se filtr6, se lavd con etanol y se colocd en un desecador
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al vacio para que se secara totalmente. La cantidad final del extracto fue de
167 mag.

= Hidrdlisis

Al precipitado seco se le afiadid H,SO, 2N para su uiterior ebullicion
durante 18h. El jarabe que se obtuvo de la hidrélisis se neutralizé a pH 6
con BaCOj;, luego se filtr6 y se concentré al vacio mediante
rotaevaporizacidn. Posteriormente se congelé en nitrégeno liquido y se
liofilizd.

= [dentificacion de los aziucares

Con el producto de la hidrélisis previamente disuelto en agua se realizd una
cromatografia bidimensional en placa fina con gel de silice (60 Fz5, Merck).
En la primera dimension se corrié el producto, siendo el eluyente empleado
Propanol: Etanol: Agua (7:1:1). La segunda dimensién se comrié con
Acetonitrilo: Propanol: Acetato de etilo: Agua (85:20:20:15), con soluciones
acuosas de azUcares estandares (Merck) disueltos en agua destilada
(12mg/ml) como referencia. Los aztucares empleados fueron: D(+)manosa,
D(-) arabinosa, ribosa, D(+)glucosa, sacarosa, D(-)fructuosa,
D(+)galactosa, xllosa y ramnosa.
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RESULTADOS

CARACTERIZACION HISTOLOGICA DE LOS SEPALOS

SEPALOS NO HERBORIZADOS

MORFOLOGIA EXTERNA

La flor de Ch. pentadactylon es gamosépala y sus cinco sépalos son
carnosos. Su cara externa esta revestida por abundantes tricomas, que a
simple vista, dan el aspecto de una fina capa de polvo café-rojizo. En esta
cara, la base de cada sépalo es convexa, y se aprecia una continuidad de
una protuberancia en forma de costilla que llega hasta el apice (Fig. 4). La
parte libre del sépalo en el centro de su cara adaxial presenta una zona
lisa, brillante y roja, sin embargo, hacia los margenes del mismo se torna
opaca. Asimismo, en la base se forma una concavidad de color verde que
corresponde a una regién secretora, que forma el nectario (Fig. 5). Al
momento de efectuar ia diseccion del sépalo, se observa que el tejido
presenta oquedades de las que emerge una sustancia incolora,
transparente y de consistencia viscosa (Fig. 6).

Al microscopio electréonico de barrido (MEB), se confirmé que la cara
abaxial de los sépalos esta cubierta en su totalidad por abundantes
tricomas estelados, por io que no se puede ver la epidermis (Fig. 7). Por
otro lado, en la cara adaxial de la base del sépalo que corresponde al tejido
secretor, muestra numerosos tricomas glandulares pluricelulares y tricomas
bicelulares de gran tamarfio, por lo que no es posible observar la epidermis.
Al recorrer este tejido hacia el apice, poco antes de que el nectario termine,
se nota la ausencia de los tricomas bicelulares, después, la superficie
cambia por una epidermis lisa, sin tricomas y sin estomas (Fig. 8a y 8b).
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Flor de manita fresca. Protuberancia
(ftecha).

Cara adaxial del sépalo. Nectario (N). Seccidn de nectario. Sustancia
mucilaginosa (flecha).
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Secciones del nectario. La ausencia de tricomas indica el término del te]ido secretor.
lzquierda: Zona basal del nectario. Tricomas pluricelulares glandulares (Tg) y tricomas
bicelulares (flecha). Derecha: Zona apical del nectario. Tricomas pluricelulares glandulares
(Tg). Epidermis adaxial sin tricomas (Ead). MEB X150.




MORFOLOGIA INTERNA

¢ PARTE APICAL Y MEDIA DE LOS SEPALOS

Debido a que no se encontraron diferencias histoldgicas e histoquimicas en
estas dos secciones de los sépalos, en lo siguiente se considera a toda la
parte libre de los sépalos como una sola: parte media.

En corte transversal, de manera general, se observé una epidermis abaxial
con abundantes tricomas estelados, un parénquima estructural que
contiene numerosas cavidades y una epidermis adaxial mas gruesa que la

abaxial y sin tricomas (Fig. 9).

La epidermis abaxial es uniestratificada, cuyo grosor es muy homogéneo
(Tabla 1). Las células que la forman son de cubicas a irregulares vy,
comunmente, presentan una base mas delgada (cara interna) que el apice
(cara externa), lo que produce que la epidermis presente ondulaciones a
todo lo largo de la misma (Fig. 10). Con la tincidn de safranina-verde
rapido, se observa que el citoplasma de dichas células es hialino y un
nucleo tefiido en rosa intenso (Fig. 10 y 12).

Los tricomas estelados estan formados por grupos de células alargadas no
unidas en la base, que se encuentran distribuidos en la epidermis (Fig. 11).
En dichas células es frecuente observar los niiclecs, y en el citoplasma se
aprecian grandes vacuolas que se tifien rosa intenso con safranina-verde
rapido. Hacia los margenes del sépalo, es comun encontrar, algunos
tricomas sobre elevaciones de la epidermis debidas a grupos de 3 a 5§
celulas del parénquima (Fig. 12).

En el margen de los sépalos, los tricomas estelados estan formados por
células de menor tamarno y menor numero de ellas (Fig. 13) (Tabla 2 y 3).
En esta zona, las células epidérmicas son en su mayoria irregulares y la
epidermis no esta muy bien definida (Fig. 13).

El parénquima estad formado por céluias esféricas e irregulares en su
mayoria, cuyas paredes celulares van de rectas a sinuosas (Fig. 14). El
tamafio de las mismas aumenta al alejarse de la epidermis, pero vuelve a
disminuir alrededor de los haces vasculares y de las cavidades, donde
generalmente son alargadas. Con Ia tincion de safranina—verde rapido se
observa que la pared de las células parenquimatosas se tifte verde al igual
que su citoplasma hialino (Fig. 15), mientras que en los margenes en
algunas céilulas, su contenido se tifie de rosa (Fig. 16).

En el interior de las células parenquimatosas, principalmente en las que se
encuentran en el estrato subsiguiente de la epidermis, y asi como las que
rodean a los haces vasculares, es frecuente encontrar drusas solitarias de
diversos tamafios, pero tan grandes en algunas ocasiones que ocupan casi
todo el citoplasma de las células (Fig. 17). Con luz polarizada se aprecia la
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considerable cantidad de ellas (Fig. 18). En los cortes transversales de
sépalos, se observan elementos traqueales helicoidales (Fig. 19).

Los haces vasculares estan rodeados de células parenquimatosas
esféricas y pequefias, algunas de las cuaies contienen un material que se
tifie de rojo brillante con safranina— verde rapido. Por la distribucion del
floema con respecto al xilema, son de tipo colateral, y se encuentran en
grupos formando un semicirculo, con la parte abierta dispuesta hacia la
cara adaxial (Fig. 20). La posicion de la vena media corresponde al centro
de la costilla del sépalo, y un poco mas hacia los extremos se observan dos
venas de tamafio mediano, siguiendo la misma direccién y hasta llegar a
los margenes de los sépalos, se pueden contar hasta seis venas medianas
y en ocasiones, otras tantas muy pequefias, formadas por un solo par de
haces vasculares, sin embargo, la disposicion del floema y el xilema se
mantienen.

Se observo que las cavidades que se encuentran en el parénquima son, en
general, grandes y numerosas. Las cavidades son lisdgenas ya que estan
delimitadas Gnicamente por la pared de las células parenquimatosas
inmediatas que las rodean. En ocasiones se encuentran varias cavidades
juntas, tan solo separadas por una pared celuldsica (Fig. 21). En cortes
observados en MB se determiné que las cavidades forman canales, que en
corte transversal se observan de forma circular u ovalada y la profundidad
(Fig. 22a), mientras que e! tamano y la trayectoria de los mismos se aprecia
mejor en corte longitudinal (Fig. 22b). El aspecto del contenido de las
cavidades se observa de manera distinta dependiendo de la técnica que se
emplea para su inclusién, asi como Ia técnica de tincidén. En cortes en
paraplast, el contenido de las cavidades tiene un aspecto reticular y que se
aprecia muy poco en tono verde con la tincidn de safranina—verde rapido
(Fig. 21) y que evidencia mejor de plrpura con la tincion cuadruple de
Jonhansen (Fig 23a), en tanto que en cortes del material incluido en LR-
White el contenido se encuentra formando estratos, los cuales pueden ser
concéntricos o en filas (Fig. 23b).

En la cara adaxial de los sépalos, la epidermis es uniestratificada y
ligeramente ondulada. En corte transversal de sépalo se observa que la
forma de las células epidémicas y el grosor de las mismas cambia a o
largo de la cara adaxial, y disminuyendo de manera gradual del centro de
los sépalos hacia el margen. Ademas su grosor es mayor que el de la cara
abaxial (Tabla 1) (Fig. 24a y 24b). En el centro de los sépalos, la epidermis
esta formada por células rectangulares con su eje mayor en sentido
anticlinal, y algunas otras son esféricas o irregulares (Fig. 24a) en cambio
la forma rectangular periclinal es mas frecuente en los margenes (Fig. 24b).
En cortes mas finos se puede observar las células irregulares de la
epidermis (Fig. 25).
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De la zona ADM1 hacia el margen, la epidermis comienza a presentar
tricomas estelados, pero son escasos, de menor tamafio y de menor
namero de células que los localizados en la cara abaxial (Tabla 2 y 3)(Fig.

26a y 26b).

¢ PARTE BASAL DE LOS SEPALOS

La cara abaxial mantiene las mismas caracteristicas de la parte media de
los sépalos, estando compuesta por una epidermis uniestratificada que
sostiene abundantes tricomas estelados (Fig. 27a y 27b).

En la base adaxial de los sépalos se encuentra el tejido secretor. En cortes
longitudinales se observa el inicio, del apice hacia la base del sépalo, ya
que la epidermis, que al principio carecia de tricomas, muestra una
depresion acompafiada por la presencia de tricomas glandulares (Fig. 27a),
y mas hacia la base del sépalo, se observan también, numerosos tricomas
bicelulares y de gran tamaiio, por lo que solo pueden ser observados

completos en MEB (Fig. 27b y 28).

Los tricomas glandulares estan unidos a la epidermis por un pie constituido
por una o dos células y un cuerpo pluricelular (Fig. 29). EIl promedio dei
largo de los tricomas es de 86.618 + 7.047 um. Con la tincion de safranina-
verde rapido, se tiften de rosa intenso las células basales de los tricomas
glandulares y los nlcleos de las células que forman el cuerpo de los
tricomas, que contrastan con el citoplasma verde (Fig. 30). Es frecuente
encontrar que las células mas exteriores que forman el cuerpo del tricoma,
se desprenden o se colapsan (Fig. 30y 31).

La epidermis continda siendo uniestratificada con células de tamafio y
forma similares a la de la parte media (Fig. 30), sin embargo, el parénquima
que se encuentra debajo de ella es caracteristico al de un tejido nectarifero,
el cual esta compuesto por células mucho ma&as pequefnas, de formas
poliédricas, esféricas e irregulares. Los primeros dos o tres estratos de las
células parenquimatosas estan bien delimitados de manera paralela a la
epidermis, sin embargo, los estratos siguientes no cumplen con esta
continuidad y se desarreglan. En sentido perpendicular a la epidermis se
pueden contar, aproximadamente, doce estratos de células, antes de
encontrar las cavidades (Fig. 32). Con la tincién cuadruple de Jonhansen
se puede observar un cordén de células que se tifiten de rojo intenso, las
cuales probablemente sean canales laticiferos (Fig. 32).

En el interior de las células del parénquima es frecuente observar grandes
nucleos (Fig. 30) y un citoplasma granular, el cual es mas densoc y
constante en las células que se encuentran hacia la base de los sépalos

(Fig. 33a y 33b).
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Corte transversal de sépalo. Epidermis abaxial (Eab) con
tricomas (flechas). Parénquima estructural (P) con
cavidades (C). Epidermis adaxial sin tricomas. X10.

i 3
Epidermis abaxial uniestratificada y sinuosa. Presenta
abundantes tricomas estelados. X40.

e B

Las células que conforman al

Tricoma estelado sobre elevacion de
no estan unidas en la base. MEB la epidermis abaxial. Vacuola (V).
X750. Nucleo (N) X100.

tricoma
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Tricomas estelados en el margen del sépalo. La
epidermis no esta bien definida. X40.

Las células parenquimatosas son Células del parénquima. Pequeiias (cp) bajo
irregulares y algunas esféricas. Las la epidermis y rodeando a los haces
paredes van de rectas a sinuosas. X100. vasculares (Hv). Alargadas (ca) rodeando las

cavidades (C). El citoplasma es hialino. X20.

Corte transversal del margen de sépalo. Las
células parenquimatosas almacenan un
contenido que se tifie de rojo (flechas). X10.
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Drusas cercanas a la epidermis abaxial (flecha).
Azul negro de naftol. X40.

Distribucitn de las drusas en el sépalo (flechas).
Luz polarizada X10.

Tyt

y_ 3
/7, \“a o
- AR N
Haz vascular central. Algunas células que
rodean a los haces almacenan un
contenido que se tifie en rojo (flecha).
X50.

Elemento traqueal helicoidal (flecha) . X40.
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grandes y numerosas. En ocasiones solo las separa una
pared celuldsica (flecha). X10.
Sy = g

Las cavidades forman canales. /zquierda: Corte transversal que muestra |a profundidad
de las cavidades. MEB X350. Derecha: Corte longitudinal en la que se observa el tamafio
y la trayectoria de los canales. MEB X50.

-

Aspecto del contenido de las cavidades. lzquierda: Reticular en color purpura con la
tincion cuadruple de Jonhansen X40. Derecha: Estratos en filas (ef) o concéntricos (ec).
Azul de toluidina. X100.



El grosor de Ia epidermis adaxial disminuye de! centro del sépalo hacia los margenes.
lzquierda: Seccidon central del sépalo. Las células son rectangulares anticlinales
(flecha) o esféricas. X40. Derecha: Seccién marginal del sépalo. Las células son
rectangulares periclinales (flecha) o esféricas. X40.

- v

Células irregulares en la epidermis adaxial (flecha).
X60.

s _
Tricomas estelados en la epidermis adaxial del margen de los sépalos. Derecha: Los tricomas
son escasos que dejan ver la epidermis adaxial (Ead). MEB X500. /zquierda: Las células que
conforman a los tricomas son pocas y en cortes transversales aparecen solitarias (flecha).

X100.
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Cortes longitudinales de la base del sépalo. La epidermis abaxial (Eab) sigue
presentando los tricomas estelados (Te). lzquierda: La epidermis adaxial sin
tricomas, posterior a una elevacion, presenta tricomas glandulares pluricelulares
{Tg). El parénquima estructural (P) cambia por un parénquima de secrecion (Ps)
formado por células que almacenan granulos que se tifien de rojo (g) con la técnica
cuadruple de Jonhansen. X10. Derecha: En una regién mas basal y por MEB se
puede observar a los tricomas glandulares (Tg) acompaiados de tricomas
bicelulares (Tb). X75.

Tricomas glandulares y bicelulares. Los tricomas
bicelulares son grandes y numerosos. MEB X200.




(B) esta formada por dos células
y el cuerpo (Cu) es pluricelular.
La flecha negra sefala un resto
de tricoma bicelular. X80.5.

Epidermis adaxial (Ead) uniestratificada. Los
tricomas granulos que se tifien de rojo brillante
(g). Los tricomas en el apice presentan células
nucleadas con citoplasma hialino (cn). Las
células externas del cuerpo del tricoma se
desprenden o se crenan (d). Nucleos de
células parenquimatosas (N). Safranina—
verde rapido. X100.

Tricomas glandulares y bicelulares. Las células externas
del cuerpo del tricoma se desprenden o se crenan (flecha).
MEB. X500.
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Parénquima del nectario. Presenta células pequefias y que contienen granulos
(flecha) afines a la safranina. Los dos primeros estratos del parénquima son
paraielos a la epidermis (ep), los demas se desarreglan. Cavidad (C). Cordén de
células (cc). Cuadruple de Jonhansen. X40.

Cortes longitudinales de nectario. /zquierda: Al inicio del nectaric (zona apical), el
parénquima secretor (Ps) presenta pocas células que contienen granulos rojos (g).
Cuadruple de Jonhansen. X20. Derecha: Zona basal del nectario. El contenido granular es
mdas denso y frecuente (g). Las células parenquimatosas tienen nicleos prominentes (N).
Fragmentos de tricomas bicetulares (f). Safranina—verde rapido. X25.




¢ PRUEBAS HISTOQUIMICAS

APS

La tincibn con APS para polisacaridos insolubles, tifle las paredes y el
contenido de los tricomas estelados en color magenta, ademas de las
paredes de las células parenquimatosas (Fig. 34). El contenido de las
cavidades se tifie de magenta intenso (Fig. 35). Asimismo, en cortes de
sépalos frescos se observa que en las cavidades de los sépalos hay gran
cantidad de azlcares reductores, los cuales forrman estratos concéntricos
en el interior de ellas (Fig. 36).

APS / Azul negro de naftol

Se tifien las paredes de las células parenquimatosas de magenta con
tonalidades moradas y las cavidades contrastan en el tejido ya que se tifien
de magenta, lo que indica que el material que contienen es un tipo de
azucar (Fig. 37a y 37b). En el tejido secretor, las cavidades mas cercanas a
los tricomas giandulares, se tiften de magenta muy intenso (Fig. 37b). En
un acercamiento se observa que los tricomas bicelulares se tifien de
magenta, mientras que el citoplasma de algunas células del parénquima se

titen de parpura (Fig. 38).

Azul negro de naftol
En el tejido nectarifero hay reaccion positiva para proteinas en el apice de

los tricomas, asi como de manera particular, se tine el segundo estrato
celular subsiguiente a la epidermis, resaltando también los nucleos
celulares (Fig. 39). Del mismo modo, se evidencian las paredes de las
células que componen al xilema de los haces vasculares (Fig. 40).

Cloruro férrico
La tincién para detectar taninos hidrolizables fue negativa.

Floroglucina—acido clorhidrico

En la parte media de los sépalos con esta prueba se tifié la cara exterior de
la epidermis adaxial (Fig. 41a), indicando la presencia de compuestos
lignificados. Ademas se obtuvo una reaccién positiva en los elementos
traqueales helicoidales (Fig. 41b).

Lugol
La tincién para detectar almidén fue negativa.

Rojo de rutenio
La tincion presentd reaccion positiva en el contenido de las cavidades,

dando un aspecto reticular o concéntrico (Fig. 42). En el tejido secretor el
citoplasma de las células del parénquima y de los tricomas también
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presentaron una reaccion positiva al colorante en distintas tonalidades de
rosa a rojo, que demuestra la presencia de pectinas o compuestos
mucilaginosos (Fig. 43).

Rojo “O" de aceite

Ambas epidermis de los sépalos estan recubiertas por una cuticula que se
tind de rojo con esta prueba, siendo ligeramente mayor la reaccién en la
cara abaxial, pero sin recubrir a los tricomas (Fig. 44a y 44b). Sin embargo,
la cuticula de la cara adaxial se engruesa en el nectario y cubre también a
los tricomas glandulares, aunque ésta es delgada (Fig. 45a y 45b). No se
observaron rupturas en la cuticula.

Vainillina—acido clorhidrico

En el nectario se observa, en color rojo, los taninos condensados de
algunas células del tejido nectarifero (Fig. 46a). La base de los tricomas
glandulares dan reaccion positiva a esta técnica. (Fig. 46b). Asimismo, los
tricomas estelados contienen taninos condensados en su interior.
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Las paredes (pa) de las células del parénquima y las
vacuolas (V) de los tricomas estelados se tifien con APS.
X80.

ks AN
Parte media del sépalo. E!l contenido de las cavidades (C) se
tifie de magenta intenso y tiene aspecto reticular. APS X10.

£

Corte en fresco. Ei contenido de las cavidades forma
circutos concéntricos (flecha). APS. X100.
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Cortes transversales de sépalo. APS—azul negro de naftol. Las paredes de las células del

parénquima (P) se tifien en morado. El contenido de las cavidades (C) se tifle de magenta.
lzquierda: Parte media. X10. Derecha: Parte basal. L.as cavidades orientadas hacia la luz
del nectario se tinen de magenta intenso (flehas). X10.

. ’ . e ok
Nectario. Los tncoma bicelulares se tmen de rosa y el
citoplasma de células parenquimatosas de purpura
(flecha) con APS—azul negro de naftol. X40.

Nectario. El citoplasma de las células del
apice de los tricomas glandulares (Tg) y del
estrato subepidérmico se tifien de azul (Sep).
asi como los nucleos (N). Azul negro de naftol.
X100.

s A
Las paredes del xilema (flecha) dan
reacciéon positiva al azul negro de
naftol. X50.




Cortes en fresco de sépalo. Floroglucina—acido clorhidrico. /zquierda: La cara exterior de
la epidermis adaxial presenté reaccién positiva (flecha). X100. Derecha: Elementos
traqueales helicoidales. X40.

v

El contenido de las cavidades se arregla en
estratos concéntricos (ec) y de manera reticular (r).
Rojo de rutenio. X60.

Nectario. El citoplasma (flechas) de las células
del parénquima y de los tricomas glandulares se
tifien con rojo de rutenio. X60.
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Cuticula (flechas) en cortes en fresco. Rojo “O" de aceite. /zquierda: La epidermis abaxial
presenta una cuticula que no recubre a los tricomas. X100. Derecha: Cuticula en la epidermis
adaxial. X100.

X100.

Cuticula en el nectario. Rojo “O” de aceite. /zquierda: La cuticula se engruesa en el nectario
(flecha). X65. Dsrecha: L.a cuticula que envuelve a los tricomas glandulares es delgada (flecha).

Cortes transversales de nectario. Vamllllna—acudo clorhldnco Izqu:erda Se evudendaron tanmos
condensados (flechas) en el citoplasma del parénquima (Ps). X20. Derecha: Taninos en la base
de los tricomas glandulares (flecha). X80.
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¢ MORFOMETRIA

= Grosorde la epidermis

Se encontraron diferencias significativas (Fgass= 188.1111; p<0.001)
respecto al grosor de la epidermis, mediante andlisis de varianza de una
via, en las siete zonas que se midieron (ABC, ABM, ABMA, ADMA, ADM1, ADM2
y ADC). Se encontré que el grosor de la epidermis para la cara abaxial es
homogéneo para las tres zonas en que se dividid (ABC, ABM, ABMA) ¥y el
promedio del mismo es de 16.691 + 2.926 um. Por otro lado, para la cara
adaxial s6lo es uniforme para las zonas ADC y ADM2, cuyo promedio es de
32.252 + 3.408 pum, y luego disminuye en la zona ADM1 a 27.67 + 4.677 um
y en la zona ADMA es de 21.923 + 3.67 pm (Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de Tukey para el grosor de la epidermis. Alpha=0.05.

PROMEDIO Desviacion

ZONA N (pm) estandar (um)_ SIMILITUD
ABMA 75 15.39 24| Xx
ABC 26 16.38 3.0] X
ABM 53 17.50 29| x
ADMA 75 21.92 3.7 X
ADM1 67 27.67 4.7 X
ADM2 53 31.81 2.2 X
ADC 59 32.64 4.2 X

[ Totai] 360 24.67 7.3

= [longitud y numero de células de los tricomas

De ia misma forma, se establecieron diferencias significativas en la longitud
de las células que forman a los tricomas estelados (F 168= 5.7482; p=
0.000232). La longitud de los tricomas en la cara abaxial aumenta de la
zona ABC a la ABM, para volver a disminuir en la ABMA. En la cara adaxial, el
tamafio de los tricomas es homogéneo. La fongitud en el margen de los
sépalos (zonas ADMA y ABMA) es similar en ambas caras. (Tabla 2). En el
sépalo los tricomas mas largos estan en la parte media de la cara abaxial

(zona ABM).
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Tabla 2. Prueba de Tukey para la longitud de los tricomas estelados. Alpha=0.0S.

PROMEDIO

Desviacién

ZONA N (um) estindar(um) SIMILITUD
ADMA 18 55.14 16.1] x
ABMA 29 57.42 13.0| Xx
ABC 58 65.64 16.1] X X
ADM1 22 68.16 23.6] X X
ABM 46 74.99 22.8 X

[Total 173 65.98 19.7

Con respecto al numero de células en los tricomas estelados (F.se)=
23.0675; p<0.0000001), se determind que es similar para la cara adaxial
(zonas ADM1 y ADMA), mientras que en la cara abaxial, el nimero de ceélulas
aumenta del centro hacia la parte media de los sépalos, para volver a

disminuir en el margen (Tabla 3).

Tabla 3. Prueba de Tukey para el numero de células que componen a los tricomas estelados.

Alpha=0.05,
ZONA N PRC(”',“""E)D'O efgf“(’,‘:ﬂf‘;‘m SIMILITUD

ADMA 11 1.63 12| X
ADM1 10 2.50 0.9] X | X
ABMA 10 4.60 0.9 X | x|
ABC 18 6.22 2.4 X | X
ABM 12 7.83 22 .

| Total 61 4.83 2.8 :
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SEPALOS HERBORIZADOS

MORFOLOGIA EXTERNA

La morfologia externa de la flor cambia notablemente con respecto a los
sépalos no herborizados. El tamafio de los sépalos se reduce y cambian de
carnosos a coriaceos y la superficie es rugosa debida a la pérdida de agua.
E! conjunto de tricomas estelados le dan a la cara exterior un color
ferruginoso y en la cara interior se observa que carece de brillo (Fig. 48).
Durante la diseccion no se observd la presencia de una sustancia de
aspecto viscoso.

MORFOLOGIA INTERNA
¢ PARTE MEDIA DE LOS SEPALOS

En general, los tejidos se encuentran modificados y destruidos,
especialmente hacia los margenes de los sépalos. Sin embargo, las
cavidades se ven conservadas (Fig. 49). Por lo anterior, muchas de las
estructuras celulares no pueden observarse, por ejemplo, ntcleos,
vacuolas, forma de las paredes, etc.

No es posible obtener caracteristicas detalladas de la epidermis abaxial, ya
que las células de la misma estan comprimidas y desarregladas. En
observaciones generales, los tricomas estelados conservan el tamarno de
células que los forman pero estan frecuentemente rotos (Fig. 50a). Debido
a que la superficie del tejido se contrae por la desecacion, la epidermis da
el aspecto de contener mayor cantidad de tricomas. Las elevaciones de la
epidermis son mas pronunciadas (foto 50b).

El parénquima estructural se encuentra muy reducido. Las células del
parénquima se ven muy irregulares, desarregladas y comprimidas. En los
puntos que rodean a las cavidades se observa solo la pared de las células
parenquimatosas y no asi su citoplasma (Fig. 51).

Las cavidades mantienen su forma, es decir, no se observan comprimidas y
ocupan una gran parte del parénquima (Fig. 51). Con {a tincién cuadruple
de Jonhansen se observa que el aspecto interno de las cavidades en forma
de red se mantiene (Fig. 52).

El tejido localizado entre los haces vasculares se compacta y se observan
las bandas de xilema unidas (Fig. 53). Los elementos traqueales
helicoidales se mantienen sin cambios (Fig. 54).
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La epidermis abaxial constantemente se fragmenta, por 10 que no es
posible observar la continuidad de la misma. La forma de las células se
mantiene constante y con la tincion de safranina-verde rapido se tifien
ambos lados de la epidermis en color rojo (Fig. 54).

¢ PARTE BASAL DE LOS SEPALOS

El tejido nectarifero presenta diferencias con respecto al nectario no
herborizado. El parénquima que se encuentra bajo los tricomas glandulares
no tienen un citoplasma granular (Fig. §5 y 56). En cortes longitudinales se
observa que el contenido de los canales es mas denso que en la parte
media del sépalo (Fig. 55).

La epidermis adaxial presenta tricomas glandulares pluricelulares que se
observan desarreglados. El citoplasma de las células que componen a los
tricomas glandulares se tifie de rojo brillante con la tincion de safranina-
verde rapido (Fig. 56).

En esta seccion del sépalo, en la cara abaxial, se observa que el tejido
parenquimatoso, almacena un contenido que se evidencia de rojo brillante
con la tincion de safranina-verde rapido (Fig. 57).
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Flor herborizada. La
carece de brillo.

cara interna de los sépalos

Corte transversal del marg

tejidos estan muy dafados. Las

conservadas son las cavidad

en del sépalo herborizado. Los

estructuras mejor
es (C).X10.
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Tricomas estelados en la epidermis abaxial. /zquierda: Los tricomas mantienen
su tamanio. X40. Derecha: La epidermis esta reducida, lo que da el aspecto de
sostener mas tricomas. Las elevaciones de la epidermis son frecuentes (flechas).
X30.

Corte transversal del sépalo herborizado. EI El aspecto reticular (flechas) del
parénquima estructural (P) estd muy reducido. interior de las cavidades se
Las estructuras mejor conservadas son las mantiene. Cuadruple de Jonhansen.
cavidades (C). X10. X20.



Haz vascular central. Las bandas de xilema se
encuentran unidas (flecha). X185.
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Epidermis adaxial. Ambas caras de la epidermis se
titen en rojo (flechas), al igual que los elementos
traqueales (Et). X40.
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Corte longitudinal de nectario. El parénquima (Ps) del
tejido nectarifero no muestra contenido granular. El
contenido de las cavidades se ve mas intenso. X25.

La epidermis adaxial esta desarreglada (Ead). Los
tricomas glandulares almacenan una sustancia que los
tile completamente de rojo (Tg). Parénquima secretor
(P). Cavidades (C). X40.

Parte basal del sépalo. La epidermis abaxial esta
desarreglada (flecha negra). El parénquima presenta
células que almacenan una sustancia que se tifie de
rojo (flechas azules). X40.
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¢ PRUEBAS HISTOQUIMICAS

Las pruebas histoquimicas de APS, APS—Azul negro de naftol y azui
negro de naftol presentaron la misma reaccion positiva que para los
sépalos no herborizados. De igual forma, las técnicas de cloruro férrico y
lugol fueron negativas.
Por lo anterior solo se muestran los resultados donde se encontraron
diferencias de tincion.

Floroglucina—acido clorhidrico

En la parte media de los sépalos con esta prueba se indica la presencia de
compuestos lignificados al teflirse en rojo principalmente en las paredes
periclinales de las células de la epidermis adaxial (Fig. 58).

Rojo de rutenio
El contenido de las cavidades presenta reaccion positiva con esta tincion.

El aspecto interno es de red. No se observaron depésitos en clrculos
concéntricos (Fig. 59).

Rojo “O" de aceite

Ambas epidermis estan totalmente cubiertas por una cuticula, que se
evidencié de rojo al aplicar esta prueba, sobre todo la zona del nectario.
Las reacciones fueron mas marcadas que para los sépalos frescos (Fig.

60).

Vainillina—acido_clorhidrico

En el nectario se observa, en color rojo, que el apice de los tricomas
glandulares contienen taninos condensados (Fig. 61a). En la cara abaxial
del nectario, se evidencia que el contenido de las células parenquimatosas
también se tifen de rojo (Fig. 62b).
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Las células epidérmicas presentan paredes muy

lignificadas (flecha), sobre todo en la cara interna y
externa. Floroglucina—acido clorhidrico. X100.

La cuticula {(flecha) es muy gruesa en el nectario.
“O" de aceite.X40.
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Cortes transversales de nectario. Vainillina—-acido clorhidrico. /zquierda: Los tricomas
contienen taninos condensados (flecha). No hay reaccidn positiva en el parénquima. X100.
Derecha: Cara abaxial del nectario. El parénguima contiene taninos condensados (flecha).
X40.



IDENTIFICACION DE LOS SACARIDOS DE LAS CAVIDADES DE
LOS SEPALOS

FLOR FRESCA

PARTE MEDIA DE LOS SEPALOS

La cromatografia bidimensional muestra una mancha que corresponde con
la fructosa, y otra muy tenue que se corresponde con la glucosa (Fig. 62).
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Fig. 62. Cromatografia bidimensional de ia sustancia viscosa de la parte media de los sépalos.
Las manchas encontradas corresponden a la fructosa (Sv1) y a la glucosa (Sv2).
A= arabinosa, F= fructosa, Ga= galactosa, Gl= glucosa, S= sacarosa.
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PARTE BASAL DE LOS SEPALOS

Después de un perfil cromatografico preliminar para descartar algunos
azucares estandares (ribosa y D(+)manosa), se realiz6 una placa
cromatografica bidimesional empleando uUnicamente los azucares
estandares mas parecidos a la sustancia viscosa de los sépalos: D(-)
arabinosa, D(+)glucosa, D(-)fructuosa, sacarosa y D(+)galactosa.

En la cromatografia bidimensional la sustancia viscosa presenté dos
manchas, que se encuentran rango de los sacaridos. Dichas manchas
revelan, que la sustancia viscosa estd compuesta de un monosacarido, la
fructuosa y de un disacérido, la sacarosa (Fig 63).
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Fig. 63. Cromatografia bidimensional de la sustancia viscosa de la parte basal de los sépalos.
La mancha menos polar (Sv1), corresponde a la fructosa (F) y la mdas polar (Sv2), ala
sacarosa (S). A= arabinosa, Ga= gafactosa, Gl= glucosa.
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FLOR SECA

En la extraccion de las flores secas, no se observé la presencia de un
precipitado abundante de consistencia viscosa (167mg, 0.23%).
En el perfil cromatografico del hidrolizado se presentan dos manchas, que
se corresponden con los mondmeros de fructuosa y glucosa.

.t20

Fig. 64. Cromatografia bidimensional del hidrolizado obtenido de las flores secas. Sv1

corresponde a la fructosa (F) y Sv2 a la glucosa (Gl).

A= arabinosa, Ga= galactosa, M= manosa, Ra= ramnosa, R= ribosa, S= sacarosa, X= xilosa
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DISCUSION
HISTOLOGIA DE LOS SEPALOS

SEPALOS

De las caracteristicas anatémicas distintivas para la familia Sterculiaceae
(Cronquist, 1982), en Ch. pentadactylon se observaron las células
taninifferas, los tricomas estelados, los canales liségenos, los cristales
solitarios de oxalato de calcio y los tricomas glandulares en los nectarios,
todas ellas de valor farmacogndsico.

La descripcién de los tricomas es de importancia taxonémica para la familia
(Hussin y Sani, 1998). De los tricomas descritos como caracteristicos en las
esterculiaceas, en los sépalos de la “flor de manita” se observaron los
estelados y los glandulares pluricelulares, en cambio, los tricomas peltados
no se observaron. Ademas, se encontraron tricomas bicelulares que no
habian sido reportados en la familia.

¢ EPIDERMIS

Los sépalos de esta especie estdn delimitados por una epidermis
uniestratificada y cubiertos por una cuticula. En los margenes de los
sépalos la epidermis esta desarreglada. En los sépalos no herborizados, la
epidermis adaxial es mas gruesa que la abaxial y unicamente en los
margenes contiene tricomas estelados. Sin embargo, dichos tricomas son
mds grandes, numerosos y estan formados por mas células que los de la
cara adaxial.

En cortes de sépalos herborizados la longitud de los tricomas estelados, en
las ceélulas que se mantienen completas, no presenta diferencias notables
bajo el microscopio de luz. Sin embargo, el numero de células que los
forman no pueden ser medidos por lo desarreglado del tejido. Por otro lado,
las paredes de las células de la epidermis adaxial estan muy lignificadas.

De las pruebas bhistoquimicas que se aplicaron, para los sépalos
herborizados y no herborizados, solo la tinciéon sencilla y la doble con APS
reaccionaron de manera positiva en el interior de los tricomas estelados,
demostrando que la vacuola contiene polisacaridos insolubles y taninos.

La morfometria de los tricomas estelados indica que en el centro de los
sépalos las células son de mayor longitud y mas numerosas, y disminuyen
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en tamafio y numero de células de manera gradual hacia los margenes.
Los tricomas en la cara adaxial estan formados por nimero y longitud de
células homogéneo. Sin embargo, el niumero de células que forman los
tricomas estelados no es el real, ya que en MEB se puede notar que el
numero de estas células es mayor al que se puede contar en cortes en
paraplast, debido a que el corte rompe a los tricomas, lo que provoca
pérdidas en el niumero de células que componen a cada uno de ellos. No
obstante, es un buen indicativo de las caracteristicas de los tricomas
estelados.

Los estudios que se han realizado para describir a los tricomas en la familia
han sido, principalmente, en hojas y ralces y para fines taxondmicos. En un
estudio realizado por Hussin y Sani (1998), en donde comparan |a
estructura anatdmica de las hojas de doce especies distintas de la familia,
pero todos pertenecientes al género Sterculia, ninguno de los tricomas
estelados tenfa las caracteristicas de los encontrados en Ch.
pentadactylon.

¢ PARENQUIMA

La forma y el tamario de las células del parénquima estructural observados
en los sépalos de Ch. pentadactylon no herborizados, no presenta
caracteristicas distintivas que permitan su identificacién, atun con la
aplicacion de las técnicas histoquimicas no se revela un contenido
especifico para este tejido.

En los sépalos herborizados el parénquima esta muy reducido y sélo se
encontraron cambios en el parénquima cercano a la epidermis abaxial en la
parte basal de los sépalos, donde las células parenquimatosas contienen
taninos condensados evidenciados con la prueba de vainillina—acido
clorhidrico.

Algunas ceélufas parenquimatosas contienen drusas solitarias, y no en
grupos, que pueden observarse en detalle con {uz polarizada que permite
resaltar los cristales. Estos cristales son de oxalato caicico. No se encontré
otro tipo de inclusién salina.

En observaciones realizadas con luz polarizada se pudo notar que la
distribucién de las drusas en el tejido es amplia, siendo mayor en {as
cercanias de ambas epidermis y entre l0s haces vasculares.

En un estudio histologico realizado en raices de Sterculia bidwilli, se reporta
que los cristales de oxalato calcico son tan abundantes en el interior de los
tejidos parenquimatosos que obligan a una seleccion rigurosa de las
muestras para que pueda ser cortado el material (Bouchet y Deysson,
1974).

Debido a que la cantidad de los cristales de oxalato de caicio es similar en
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los sépalos herborizados y no herborizados, la iluminacion con luz
polarizada resulta util para la caracterizacion e identificacion de este tejido,
por la presencia de dichos cristales.

Las cavidades mucilaginosas (estructuras isodiamétricas) y los canales
mucilaginosos (estructuras alargadas) son comunes en miembros de la
familia Malvaceae, Tiliaceae y Sterculiaceae (Metcalfe, 1950). Por otra
parte, Van Tieghem (1885a) afirma que los canales mucilaginosos son
distintivas de las esterculiaceas, ya que la mayoria de los miembros de esta
familia presentan canales de mucilago, a diferencia de otras maivales, en
donde son mas frecuentes las cavidades y células mucilaginosas.

En cortes transversales se observo que ia “flor de manita” presenta grandes
y numerosas cavidades en el parénquima, y por cortes longitudinales se
determind que forman largos canales de trayectoria sinuosa.
Histolbgicamente, estos canales son muy importantes, debido a que
ocupan un volumen significativo en los sépalos y porque son las estructuras
mejor conservadas después de la desecacion de la flor, ya que fa forma y el
volumen se ven poco afectados.

Algunos autores refieren a los canales que presentan otras especies de la
familia Sterculiaceae como canales mucilaginosos o canales de goma (Van
Tieghem, 1885a; Van Tieghem, 1885b; Bouchet y Deysson, 1974; Shah y
Setia, 1976; Fahn 1979). Sin embargo, en este estudio, no se les llama asi
por considerar que la goma es una sustancia que se produce tnicamente
en condiciones trauméaticas o de infeccién de la planta, y porque no se
encontraron azucares componentes de un mucilago tipico en la hidrélisis
realizada al liquido viscoso de esta especie.

Antiguamente se pensaba que las cavidades o canales de las
estérculiaceas eran todos ezquisogenos (Van Tieghem, 1885b), pero
Cronquist (1981) serfiala que las cavidades o canales en la familia pueden
ser ezquisdgenos o liségenos.

Los canales en Ch. pentadactylon, tienen un lumen delimitado por restos de
células y por paredes de celulas parenquimatosas pequefias y aplanadas,
por lo que los canales son lisdgenos. Sin embargo, un estudio sobre el
desarrollo de los canales serfa mas determinante.

Los canales lisogenos han sido descritos para otras especies de la familia
Sterculiaceae, sin embargo, los estudios realizados han sido principalmente
en 6rganos como ralz y tallo, y algunos en hoja y peciolo, y escasos en fior.
En los tallos, hojas y raiz de S. urens, por técnicas histoquimicas se
determind que los canales lis6genos contienen una sustancia gomosa,
granos de almidén y pequefios cuerpos lipidicos, mientras que la forma de
los canales es recta (Shah y Setia, 1976). En un estudio en tallo de S.
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bidwilli, se detalla la formacidén de los canales liségenos a partir de células
del parénquima y ademas se reporta la presencia de almidén en ellos
(Bouchet y Deysson, 1974).

Las pruebas histoquimicas hechas en los sépalos de Ch. pentadactyion,
revelan que el Unico componente de la sustancia viscosa son azucares. El
aspecto del contenido de los canales se ve de manera distinta segin la
técnica de inclusién y tincion empleadas. Debido a que esta informacion
esta relacionada con la naturaleza quimica de la sustancia viscosa, se
discute mas adelante.

NECTARIO

El tejido nectarifero es muy evidente por sus diferencias histoldgicas con
respecto al resto del sépalo (Fahn, 1998). En Ch. pentadactylon, la
presencia de los tricomas glandulares pluricelulares y bicelulares, y las
caracteristicas morfolégicas del parénquima secretor, distinguen al tejido
nectarifero en la cara adaxial, desde la parte basal del sépalo y hasta la
mitad del mesdfilo.

Los tricomas bicelulares, por su gran tamafo, sélo pueden ser vistos
completos por MEB, ya que en cortes histoldgicos solo aparecen
fragmentos de ellos. Las pruebas histoquimicas evidencian que la
naturaleza quimica de los tricomas bicelulares es similar a la de los
tricomas estelados, es decir, presenta una vacuola prominente con la
tincién de APS, APS—azul negro de naftol y vainillina—acido clorhidrico, y
resulta negativa para las demas.

Las presencia de los tricomas simples en el nectario esta relacionada
funcionalmente como defensa contra los herbivoros, como gulfa para el
camino de los polinizadores o para evitar la pérdida de agua
(Rudramuniyappa y Manure, 1998).

En cuanto a los tricomas glandulares pluricelulares en esta especie, el
tamafio de ellos es de importancia farmacognasica, por lo que se reporta el
promedio del largo de los mismos. En tanto que las pruebas histoquimicas
realizadas indican que el contenido en las células de la base de los
tricomas glandulares son taninos y mientras que en el apice las ceélulas
almacenan proteinas. Ademas, tanto la epidermis que sostiene a los
tricomas, como los mismos tricomas glandulares, estan cubiertos por una
cuticula que es mas gruesa en esta region de la epidermis adaxial.

En Kigelia pinnata, miembro de la familia Bignoniaceae, se ha observado
que los tricomas glandulares pluricelulares almacenan en el &apice
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polisacaridos insolubles, evidenciados con APS, ademas la reaccion para
lipidos es moderada en la epidermis que sostiene a jos tricomas
glandulares y mayor en la que envuelve a estos lltimos (Rudramuniyappa y
Manure, 1998).

La forma de las células que componen al tejido secretor no presentan
caracteristicas distintivas que permitan su diferenciacibn con otras
especies. Pero debido a que la composicion quimica del tejido nectarifero
varla en algunos casos, con la edad de la flor, sexo, estacion y localizacion,
y mayormente entre las especies distintas (Baker y Baker, 1979;
Rudramuniyappa y Manure, 1998), se analizan Gnicamente las reacciones
histoquimicas que resultaron positivas en el tejido.

E£n el parénquima secretor de Ch. pentadactylon, sus células almacenan
unicamente proteinas en el segundo estrato paralelo a la epidermis,
mientras que el resto alternan entre proteinas, taninos y sustancia viscosa,
como lo demuestran las tinciones con azul negro de naftol, vainillina—acido
clorhidrico y rojo de rutenio, respectivamente. La prueba de rojo “O" de
aceite sélo evidencid la presencia de una cuticula recubriendo a los
tricomas y epidermis del nectario, sin embargo, no revel6 la presencia de
cuerpos oleosos. La concentracién de la sustancia viscosa es mayor en las
cavidades del tejido nectarifero, como lo manifiesta la tincién doble de APS-
Azul negro de naftol.

En contraste con el tejido de los sépalos herborizados, las proteinas y los
taninos son practicamente nulos en el parénquima secretor, y solo se
encuentra la sustancia viscosa. Ademas, la cuticula esta notablemente
engrosada.

Las técnicas histoquimicas para taninos hidrolizables, lignina y almidén,
resultaron negativas. La ausencia de lignina en las paredes del nectario
coincide con lo reportado en la literatura para los nectarios (Fahn, 1979).

Es comun encontrar protefnas en el néctar (Fahn, 1979), que en su
mayorfa son enzimaticas en su funcion (Baker y Baker, 1982). Las
proteinas comines son invertasa, transglusidasa, fosfatasa, oxidasa,
tirosinasa, etc. Se ha reportado la presencia de esterasa y maltasa—
deshidrogenasa en el néctar de Fremontia sp., perteneciente a la familia
Sterculiaceae (Bahadur, et al., 1998).

Respecto a su funcion dentro de la planta, los taninos se consideran como
sustancias asociadas a la formacién y transporte de aztcares; como
antioxidantes; y como protector de la homogeneidad del citoplasma (Esau,
1985). Ademas se les ha asignado una funcion contra la deshidratacion ya
que las uniones con proteinas forman una capa muy estable (Lépez, 1989).
Por lo anterior, en el tejido nectarifero, podrian estar involucradas en el
proceso de secrecion del néctar, asociadas a proteinas y protegiendo
contra la deshidratacion.
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Los lfpidos y acidos grasos tienen ventajas sobre el néctar azucarado, ya
que contienen mas energlia por unidad que el azlcar (aceites 9cal/g; azacar
4cal/g). Estos compuestos son nutricionalmente mas sustanciales para los
polinizadores (Bahadur, et al, 1998) como los colibries. Lo anterior
concuerda con la ausencia de compuestos lipidicos en el interior del tejido
secretor, ya que Ch. pentadactylon es polinizada por aves paseriformes
(Toledo, 1975).

La presencia y posible funcién de los aziucares en las cavidades en
discutida en el siguente apartado.

El estudio del tejido nectarifero, en general y particular, revela que los
nectarios son un sistema complejo y dindmico. Su localizacion parece ser
importante para la polinizacién (Yung et al., 1984). La produccién del néctar
esta controlada por factores externos e internos de 1a planta. Los cambios
en la composicibn del néctar, pueden tener importancia sobre los
polinizadores, porque las flores son explotadas normaimente tan pronto
como el néctar esté disponible (Baker y Baker, 1982; Yung et al, 1984;
Bahadur, et al., 1998). La localizacion de los nectarios, la calidad del
néctar, la importancia ecolégica de los nectarios podria ser discutida en
posteriores estudios.
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SUSTANCIA VISCOSA

El aspecto de la sustancia viscosa depositada en los canales de Ch.
pentadactylon, se ve de manera distinta segun la técnica de inclusién y
tincién empleadas. Asf{, en cortes en fresco teflidos con APS y en cortes en
LR—White tefiidos con azul de toluidina, se observa un depésito en
clirculos concéntricos y también formando estratos en filas con ésta ultima
técnica. En tanto que en cortes con paraplast, teflidos con rojo de rutenio,
ademas del depdsito en circulos concéntricos, se observa también que la
sustancia viscosa forma una trama reticular. Asimismo, en cortes con
paraplast tefiidos con la técnica cuadruple de Jonhansen y con las técnicas
de APS y la doble de APS—azul negro de naftol, se observa la forma

reticular.

Bouchet y Deysson (1971), describieron por medio de cortes semifinos,
incluidos en resina (Epon), que la forma del depésito del mucilago en las
células mucilaginosas de meristemos radiculares de Althea rosea
(Malvaceae), es en forma de estratos concéntricos, a partir de las paredes
pecto-celulésicas de las mismas. Los mismos autores, posteriormente,
realizaron un estudio ultraestructural de la formacién de los canales
liségenos en el tallo de Sterculia bidwilli, donde ademas detallan la sintesis
de la sustancia mucilaginosa que forma una trama, a partir de la paredes
pecto-celulésicas que se localizaban en et lumen del canal previo a su
formacién, y no por las células circundantes al canal liségeno (Bouchet y
Deysson,1974).

El aspecto del depdsito de la sustancia viscosa en los canales de Ch.
pentadactylon es similar al establecido para A. rosea, por lo que se sugiere
que al momento de la formacién de los canales, las células antes de
lisarse, pudieran dejar su secrecion en forma de estratos concéntricos, los
cuales son visibles en cortes en fresco tefiidos con APS, o ser un efecto de
las técnicas utilizadas. Sin embargo, al momento de procesar el material
para su inclusion, éste se modifica, especialmente por el método de
inclusién en paraplast, lo que explicaria que aln se pudiera ver esta
formacion del depésito en el material incluido en LR—White y ademas,
quizas, porque los cortes son mas delgados. Por otro iado, solo la prueba
de rojo de rutenio alcanza a distinguir un poco los estratos concéntricos,
posiblemente porque tifle pectinas, y estarla marcando entonces, las
distintas fases del depésito de la sustancia viscosa, o quiza esta
evidenciando los restos de las laminas medias de la lisis de las células.

La tincion cuadruple de Jonhansen indica que el compuesto tiene azucares
reductores. Sin embargo, la prueba de lugol resultd negativa, por lo que se
descarta la presencia de almidén en los canales. Las pruebas
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histoquimicas empleadas que resultaron positivas, APS en sus dos
modalidades y rojo de rutenio, son mas especificas para azucares
reductores y para pectinas y mucilago, respectivamente (Jonhansen, 1940;
O’Brien y Mc Cully, 1981; Trease y Evans, 1988; Bruneton, 1999). De
éstas, ambas resultaron positivas y coinciden en que son azucares los que
forman a la sustancia viscosa. No obstante, no pueden determinar si el
compuesto es qufmicamente un mucfilago, ya que la prueba de rojo de
rutenio no es concluyente (Trease y Evans, 1988). Las técnicas
histoquimicas restantes, azu! negro de naftol, cloruro férrico, floroglucina—
acido clorhidrico, rojo “O° de aceite y vainillina—acido clorhidrico,
resuitaron negativas para estas estructuras.

El analisis del perfil cromatografico bidimensional en las flores frescas de
Ch. pentadactylon, deja ver que los aztiicares que se encuentran en los
sépalos son la fructosa, en la parte media, y la sacarosa y fructuosa, en la
parte basal. En tanto que la cromatografia del hidrolizado revela la
presencia de glucosa y fructuosa, componentes de la sacarosa, en las
flores herborizadas. Sin embargo, estas pruebas indican que los azUcares
no son los unicos componentes de la sustancia viscosa, ya que en todas
las cromatografias se manifesté también la presencia de, por lo menos, una
sustancia muy poco polar y que se encuentra en mayor concentracion,
cuya naturaleza es desconocida.

Ef aspecto de la sustancia viscosa coincide con las caracteristicas
reportadas por Martinez (1936) para el néctar que secreta la “flor de
manita“, quien lo describe como un lfquido ligeramente viscoso y
transparente destilado por las fosetas nectariferas. Por lo anterior, y debido
a que la cromatografia bidimensional para la parte basal, donde se
encuentra el nectario, muestra la presencia de sacarosa y fructuosa, que
son dos de los tres aztcares reportados como constituyentes principales
del néctar, aunque no en esa combinacién (Baker y Baker, 1982), se
propone que la sustancia viscosa que se encuentra en los canales, esté
relacionada con ia produccion, almacenaje y/o secrecion del néctar.
Bahadur et al., (1986) reportan en el néctar de Tecomaria capensis, la
presencia unicamente de éstos dos azticares.

Ademas, en la cromatografia bidimensional de la parte media de los
sépalos, se revela la presencia de glucosa, aunque en muy poca cantidad,
que también podria estar relacionada con el néctar, ya que es el tercer
azucar mas comun en el néctar.

La proporcion de los azlcares anteriores es diferente para cada especie, y

esta muy relacionada con su polinizador (Baker y Baker, 1982; Yung et al.,

1984; Bahadur, et al., 1998).
Ch. pentadactylon, es una flor polinizada por aves percheras (Toledo,
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1975). Ademas, en el perfil cromatografico de la sustancia viscosa, en la
parte basal de los sépalos, se observa que la mancha de sacarosa esta en
menor concentracion que la de fructuosa. Lo anterior coincide con lo
descrito en la literatura, donde se registra que la concentracién baja de
sacarosa es caracteristica de plantas polinizadas por aves paseriformes
(Yung et al., 1984; Rudramuniyappa y Manure, 1998).

Asimismo, los cortes histolégicos transversales del nectario de Ch.
pentadactylon, tefiildos con la tincion doble de APS—azul negro de naftol,
revelan una mayor concentracion de azucares reductores en las cavidades
orientadas hacia la foseta nectarifera, lo que reafirma 1a anterior propuesta,
ya que esto indica una relacion entre el contenido de las cavidades y su
posicién al interior de los sépalos. Sin embargo, la comprobacién de esta
sugerencia puede ser parte de otro estudio en la especie.

La cromatografia bidimensional del producto de la hidrélisis del extracto de
las flores secas, no revelan la presencia de azucares que sean
componentes caracterfsticos, de un muciflago, por lo que se descarta la
presencia de mucilago en Ch. pentadactylon, y se sugiere que la
consistencia viscosa de la sustancia que se estudi6, se debe unicamente a
la concentracion de azlcares y de las sustancias pecticas que se
evidenciaron con la prueba histoquimica de APS, en sus dos modalidades y
la de rojo de rutenio, respectivamente.







*

CONCLUSIONES

La caracterizacion histolégica de Ch. pentadactylon esta dada por el
conjunto de estructuras celulares que permiten la distincion
farmacognésica de ia especie.

Las estructuras de mayor valor farmacognosico para los sépalos son:
A. Los diferentes tipos de tricomas que se encontraron en ambas
caras de los sépalos.

o Los tricomas estelados se pueden identificar, en flores no
herborizadas, por el namero de células que los forman y el largo
de las mismas. En sépalos herborizados solo debe considerarse
el largo de las células.

a  Se observaron tricomas bicelulares en el tejido nectarifero que
no habian sido descritos para la familia Sterculiaceae.

o El largo de los tricomas glandulares y Dbicelulares son
importantes en la identificacion.

B. Los canales, que son las estructuras mejor conservadas después

de la desecacion.
o  Para el reconocimiento de los canales se debe considerar la

forma y trayectoria de los mismos, asi como el aspecto de la
sustancia viscosa que contienen, a través de las distintas
tecnicas de inclusion y de tincion.

C. La composicion quimica de la sustancia viscosa, ya que al ser un
material ergastico es uti en lJla identificacion de drogas

pulverizadas.

o |a presencia y concentracion de los azucares, fructosa,
sacarosa y glucosa, son determinantes en cuanto a la
identificacion de la sustancia viscosa en los sépalos frescos.

Las pruebas histoquimicas aplicadas en este estudio, revelan la
distribucion y el tipo de componentes celulares que se almacenan en
los tejidos, lo que ayuda a la caracterizacion, principalmente, del tejido
nectarifero.

La sustancia viscosa puede estar relacionada con la produccién o
almacenaje del néctar.

La sustancia viscosa extralda de las flores herborizadas no es un
mucilago.
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