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I. AMBITO DE INVESTIGACION

Este proyecto forma parte de la linea de investigacion en plantas medicinales que se
desarrolla en el departamento de Citohistologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, donde se realiz6. Las plantas
fueron seleccionadas porque en estudios previos demostraron actividad antimicotica in
vitro, con estos resultados se espera ampliar la base de datos del departamento sobre dichas
plantas y al mismo tiempo garantizar un adecuado control de la calidad del material a ser
utilizado en estudios posteriores; sin importar si este se encuentra fresco, seco o
fragmentado. Ademas estas propuestas incidirdn en la elaboracion de monografias de
control de calidad de plantas medicinales, que facilitaran el registro de productos

conteniendo estas drogas vegetales.



Il. RESUMEN

Los productos medicinales de origen fitoterapéutico han tomado auge en los ultimos
tiempos como coadyuvantes en el tratamiento de afecciones comunes, debido a su amplia

gama de acciones terapéuticas y sus bajos efectos secundarios en el organismo humano.

Guatemala es un pais que contiene una extensa flora medicinal y por ende necesita de
regularizaciones para que una droga vegetal cumpla con las especificaciones de control de

calidad de los medicamentos vigentes en nuestro pais.

Para una completa estandarizacion de los medicamentos herbarios, se debe de iniciar
analizando la identidad de la planta, debido a que el material vegetal es el que forma parte
activa del medicamento y la que tiene las caracteristicas de potencia, eficacia y calidad del

producto terminado.

Para lograr la calidad de un producto fitoterapico, es necesario describir pardmetros que
sirvan para verificar la calidad de una droga vegetal; por esta razén se realiz esta
investigacion, en la cual se establecieron propuestas de normas de control de calidad
farmacobotanica empleando 4 especies de leguminosas: Diphysa robinioides Benth,
Hymenaea courbaril Lasseigne, Phaseolus lunatus Linn y Senna occidentalis Britt & Rose,

las cuales tienen actividad antifingica comprobada.

Para cada una de estas especies se establecieron parametros de identidad macroscépicas en
los cuales se determind la identidad botanica a través de la observacién de la planta y su
correcta identificacion a través de la elaboracién de ejemplares de herbario. Los parametros
micromorfoldgicos, se determinaron por medio de la realizacion de laminas de referencia a
través de las metodologias de cortes a mano alzada, diafanizado y disociado las cuales
permitieron identificar aspectos distintivos de cada una de las especies siendo éstos el tipo
y la disposicion de los haces vasculares, el tipo y la ubicacion de los estomas, los diversos
tipos de tricomas, entre otros; con los que se elaboraron cartillas microgréficas de los
aspectos distintivos de cada una de las especies. Para los parametros fitoquimicos se

realizaron cortes a mano alzada del foliolo, pecidlulo y peciolo de la planta fresca, en los



cuales se determinaron sus metabolitos secundarios siendo éstos alcaloides, mucilagos,
taninos, saponinas, grasas y aceites; se determinaron flavonoides por los ensayos de
cianidina y leucoantocianina; ademas de los constituyentes inertes lignina y Unicamente
aleuronas en las semillas de P. lunatus. Por ultimo se realizd la metodologia de
cromatografia en capa fina para la cual se emplearon extractos de cada una de las especies
en estudio evidenciando la presencia de los metabolitos secundarios tales como: saponinas,

flavonoides, antraquinonas, alcaloides y aceites volatiles.

Respecto a los pardmetros de pureza, se verifico el porcentaje de humedad del material
vegetal resultando inferior al 10% tal y como lo establece la Organizacion Mundial de la
Salud; el porcentaje de cenizas totales se obtuvo mediante 4 repeticiones, variando el

resultado dependiendo de la especie.

Los parametros anteriormente realizados a cada una de las especies de leguminosas con
actividad antifingica comprobada, contribuiran a la elaboracion de monografias de control
de calidad de las especies nativas en estudio; con la finalidad de garantizar que las drogas
vegetales frescas 0 secas provenientes de estas plantas que se utilicen ya sea en
investigacion o en la elaboracion de fitofarmacos; estén plenamente identificadas antes de

Su uso.



I11. ANTECEDENTES

En 1978 la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), describe a una planta medicinal
como cualquier planta que en uno 0 mas de sus 6rganos contenga sustancias que poseen
actividad farmacéutica; cuando es empleada con esta finalidad adquiere las caracteristicas
de un medicamento y por lo tanto, debe reunir ciertas cualidades a fin de asegurar: calidad,

seguridad y eficacia (1).

Asi uno de los aspectos méas importantes para la elaboracion de fitofarmacos, se refiere al
cumplimiento estricto de todas las normas de calidad. EI control de calidad es el conjunto
de técnicas necesarias para estandarizar las caracteristicas y propiedades esenciales del
producto natural que determinen las especificaciones requeridas para cumplir

potencialmente con los propositos para los cuales se destina (1, 2).

La funcion de dicho proceso consiste en la coleccion de muestras, analisis, caracterizacion
de sus especificaciones, metodologias, procedimientos de organizacion, documentacion y
aprobacion; de tal forma que los materiales sean autorizados para su uso y los productos
aprobados para su distribucion, venta y no se limita a las operaciones de laboratorio sino

que debe estar presente en todas las decisiones concernientes a la calidad del producto (3).

La calidad es medida segun las caracteristicas del producto como si cumple o0 no cumple, en
relacién con los estandares de calidad contra los que los compara el fabricante, el cliente o
consumidor. Asi pues, se entiende por calidad el grado o lugar que ocupan los productos al
ser comparados entre si y por la medida en que satisfacen estandares tanto internos como

externos.

El proceso que se realiza a las plantas medicinales, desde el punto de vista agrotecnoldgico,
la elaboracion y control de calidad de los fitofarmacos se encuentra normado. Se cuenta con
buenas préacticas, normas de cultivo, cosecha, lavado, secado, normas de elaboracion y

control de calidad de cada una de las plantas medicinales utilizadas (4).



La calidad es un requisito basico que los medicamentos a base de plantas deben de
cumplir, su importancia se centra en que una vez que la materia prima utilizada cumpla con
todos los requisitos sera mucho mas facil seguir los pasos para su transformacion industrial.
En cambio si la materia prima no llena los requisitos de calidad aunque se disponga de un
laboratorio altamente equipado para el control y procesamiento, no serd posible cumplir
con las normas establecidas para el producto final; por tanto es de vital importancia vigilar
cada etapa del ciclo desde su plantacion, colecta y seleccidn para asegurar una fabricacion
correcta y la eficacia terapéutica del producto terminado, siendo este utilizado como una

terapia causal y racional en el tratamiento de enfermedades (3, 5, 6).

En 1978 Cerdn, en su manual fitoterapéutico menciona que las plantas medicinales
contienen sustancias de valor terapéutico; por lo que se hace necesario establecer y aplicar
criterios y métodos cientificos para comprobar caracteristicas de calidad como inocuidad, el
establecimiento de normas y especificaciones internacionales de identidad, pureza y
actividad de los productos derivados de plantas medicinales en paises donde no se han

establecido ejemplificandose en ésta Peru (7).

En varios paises y también en Guatemala se han realizado estudios sobre diferentes plantas,
dichos estudios enfatizan la importancia del control de calidad de las plantas medicinales.
Asi también hacen referencia a diversas técnicas que pueden emplearse con dichos
propositos, entre ellos podemos mencionar como ejemplo el de Girdn y colaboradores, que
presentaron en un Simposio sobre Biologia de Salud Tropical el estudio “Control de calidad
y sanitario en muestras de plantas medicinales distribuidas en la ciudad de Guatemala”, el
cual consistié en el analisis de 13 muestras de plantas escogidas por su frecuencia de
consumo en diferentes centros distribuidos en la ciudad capital; se realizaron observaciones
macroscopicas, organolépticas y posteriormente se determin0 si presentaron materias
extrafias y examenes microbioldgicos sanitarios, lo cual se realizé para verificar la calidad

de la droga vegetal comercializada (8).

En Argentina, Bela y otros presentaron su estudio “Control de calidad de materias primas
vegetales con fines farmacéuticos, Manzanilla, Matricaria recutita L.”; la droga de dicha

planta esta constituida por las cabezuelas florales o inflorescencias (capitulos) secas, los



componentes mas importantes que se obtienen de las cabezuelas de la planta son los aceites
esenciales y los flavonoides (principalmente apigenina), quienes son los responsables
practicamente de todos los efectos farmacologicos de esta planta. Se evaluaron 3 marcas
comerciales de fitofarmacos, el control de calidad incluyo: 1. Identificacion de la especie,
observacion macroscopica y microscopica, siendo la ultima evaluada por el método de
Diafanizado de Sorem; 2. Ensayos de pureza, mediante la evaluacion de material extrafio;
3. Dosificacion de aceites esenciales por el método de destilacion con dispositivo tipo
Claevenger y 4. Evaluacion del estado de conservacion de las muestras, evaluando
caracteristicas organolépticas del envasado y etiquetado del producto final. Se encontré que
ninguna de las marcas cumplen con el requisito de calidad establecido por la VI edicion de
la Farmacopea Nacional de Argentina, la cual indica que debe de contener menos del 2% de
materias extrafias y no mas del 10% de otras partes del mismo vegetal; ademas ninguna esta
libre de impurezas lo que refleja una falta en el control de calidad de las técnicas de
envasado lo que conlleva a una disminucion de la calidad de la droga contenida afectando

su seguridad y eficacia (9).

En Cuba, Trueba y colaboradores mostraron los resultados del estudio “Evaluacion de la
actividad antioxidante de Justicia pectoralis Jacq. (Tilo)”, para ello se empled una muestra
de polvo seca obtenida a partir de dicha planta mediante desarrollo tecnoldgico elaborado
por el departamento de Productos Naturales del Centro de Investigacion y Desarrollo de
Fitofarmacos. Para evaluar la actividad antioxidante de la planta, llevada a cabo por sus
metabolitos secundarios, se realiz6 analisis del control de calidad en el cual se evaluaron
las caracteristicas organolépticas y la identificacion de cumarinas, polifenoles totales,
aminoacidos, aminas y flavonoides, mediante técnicas de caracterizacién de plantas,
encontrandose que las muestras analizadas cumplian con los pardmetros exigidos por la

técnica del fabricante (10).

Varela y Gurni, presentaron los resultados de la tesis “Analisis micrografico de dos
hemiparasitarias argentinas usadas en medicina popular y su aplicacion en el control de
calidad de las especies Loranthaceae y Psittacanthus cordatus Hoff. ex Schult”. Para los
fines se analizaron hojas y tallos de ejemplares que crecen sobre diferentes hospedantes y

en arboles aplicando analisis macro y microscépico (fijados en formalina aceto-alcohdlica y



coloracion con safranina), determinacion del indice de estomas y caracterizacion de
cristales. Con dicho estudio se lograron establecer parametros micrograficos que
diferenciaran dichas especies ademas de proponer metodologias alternativas para el control

de calidad de las mismas para ser utilizadas en el comercio (11).

Pérez y colaboradores, mostraron los resultados de la “Caracterizacion y estudio
fitoquimico de Cassia alata L., distribuida en Cuba”. Con esta finalidad se analizé el
extracto fluido y se caracterizé el extracto crudo de la planta junto con la determinacion de
los metabolitos secundarios que le dan actividad antiherpética, anticatarral, diurética y
contra infecciones cutaneas. Para la obtencion del extracto etéreo, acuoso y alcohdlico, se
realizaron extracciones sucesivas con disolventes de polaridad creciente. En la
identificacion de los metabolitos secundarios se emplearon pruebas o técnicas selectivas
para un determinado compuesto, realizandose en cada extracto los ensayos especificos para
los metabolitos de estudio. Los metabolitos encontrados fueron quinonas, flavonoides,
saponinas, entre otros. Por tratarse de una droga cruda con miras de uso fitoterapeutico se
aplico el control de calidad fitoquimico, encontrandose que los metabolitos mencionados

con anterioridad son los que desarrollan su actividad medicinal (12).

Rodriguez, presentd la caracterizacion de extractos farmacéuticos de 4 arboles de uso
medicinal en Guatemala. Dicho trabajo presentaba como finalidad caracterizar vy
estandarizar los extractos de los &rboles: Simarouba glauca DC. (Aceituno), Psidium
guajava L. (Guayaba), Byrsonima crassifolia L. Kunth. (Nance) y Tecoma stans L. Juss. ex
Kunth. (Timboco), especies vegetales con actividad medicinal. Dichos procesos se llevaron
a cabo mediante el andlisis organoléptico, fisicoquimico y fitoquimico, los cuales
respaldaron el control de calidad de dichas esencias al momento de usarlas con fines
medicinales. Las partes analizadas fueron hojas y corteza, en las cuales se han encontrado
propiedades medicinales importantes, S. glauca presentd actividad antiplasmodica; P.
guajava actividad antibiana y antibacteriana; B. crassifolia actividad antifingica y

antiinflamatoria; y T. stans accion hipoglucemiante (13).

Pefia, Rodriguez y otros presentaron los resultados del estudio “Estandarizacion y tamizaje

fitogquimico de extractos de frutos de Punica granatum L., comercializados en Cuba”, esta



es una especie vegetal cuyo fruto es rico en vitamina C, antocianinas, tiamina y riboflavina;
presenta otros componentes quimicos que le atribuyen importantes propiedades bioldgicas
para el tratamiento de enfermedades tumorales y es utilizada en medicina tradicional por
sus propiedades antiparasitarias, antiinflamatorias y anticatarrales, de ahi la importancia de
realizar control de calidad del material vegetal; en este se obtuvo la pureza de la droga y en
la estandarizacion de los diferentes extractos sus propiedades fisicas fueron similares y en
el tamizaje fitoquimico, el extracto hidroalcohdlico presentd alcaloides, glucdsidos

cardiotonicos, taninos y flavonoides (14).

Durante 1983-1989, se realizaron 5 trabajos de tesis en la Facultad de Ciencias Quimicas
y Farmacia -USAC-, en los cuales se detectaron 100 plantas usadas para tratamiento de
infecciones dérmicas; solo a 44 se determind la actividad contra dermatofitos, mediante
pruebas de CIM en tubo, de las cuales 20 (45.5%) inhibieron algunos de los dermatofitos
ensayados, para el cual D. robinioides B. (Guachipilin) mostr6 actividad contra
Epidermophyton floccosum, Trichophyton mentagrophytes var. algodonosa y Trichophyton

mentagrophytes var. granulare, en concentraciones de 7.9 y 3 mg/dL (15).

En 1993 Garcia, evalu6 la actividad antimicrobiana de la hoja, corteza y raiz de D.
robinioides mediante un modelo experimental in vitro; la fase experimental fue dividida en
3 partes. En la primera las tinturas de los 6rganos se probaron contra Staphylococcus
aureus, Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, T.
mentagrophytes var. algodonosa, Trichophyton rubrum y E. floccosum; para ello se empleo
el método de difusion en disco para bacterias y dilucion en agar para dermatofitos;
encontrando que la corteza y la raiz provocaban sensibilidad a S. aureus, mientras que T.
rubrum solo fue sensible a la corteza, el resto de microorganismos no mostraron inhibicién.
Para la segunda y tercera se usaron diluciones en agar tanto para bacterias como para
dermatofitos encontrando nuevamente que T. rubrum fue inhibido en un 90% por 6 g de
tintura/mL de agar (16).

En el 2008 Suérez, presento la evaluacion de la actividad contra Fonsecaea pedrosoi de 7
especies de leguminosas popularmente usadas en Guatemala para el tratamiento de

infecciones mucocutaneas, en el cual recalca que los extractos etandlicos de las especies



leguminosas, H. courbaril (Guapinol, hoja), P. lunatus (Frijol cimarrén, semilla) y S.
occidentalis (Frijolillo, hoja), poseen actividad contra F. pedrosoi. Dicha afirmacion, valida
el uso popular de las especies con actividad antifingica, para demostrarlo se realizd un
bioensayo de tamizaje utilizando la metodologia descrita por Brancato y Golding

modificada por McRae y colaboradores (17).

En el 2009 Garcia, mostrd los resultados del estudio, “Inhibicion del hongo Sporothrix
schenckii por especies de leguminosas popularmente usadas en Guatemala para el
tratamiento de micosis”. Se expone que mediante bioensayos de los extractos etandlicos de
las especies de leguminosas D. robinioides (Guachipilin) e H. courbaril (Guapinol) se
determind la actividad antifangica, contra la fase miceliar de S. schenckii, siendo la
concentracion minima inhibitoria 1 y 0.5 mg/dL (p<0.10) respectivamente. Para la fase

levaduriforme no se encontro la misma actividad (18).

A. Control de calidad de drogas vegetales

Se denomina control de calidad al conjunto de técnicas y procedimientos utilizados para
satisfacer los requisitos de la calidad y sirve para orientar, supervisar y controlar todas las

etapas del proceso hasta la obtencion de un producto en la calidad deseada (19).

1. Calidad de los medicamentos

La calidad del proceso de produccién de un medicamento esta determinada por el
cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura, sin embargo la calidad debe
conservarse a lo largo de la trayectoria que sigue el medicamento, hasta el momento en que
el paciente lo consume. Se debe mantener durante el periodo de vida util, que el fabricante
ha establecido, periodo en el cual debe cumplir con los requisitos de calidad, seguridad y
eficacia y asi mismo con las caracteristicas que el producto posee de identidad, pureza,
potencia, uniformidad, seguridad, estabilidad y biodisponibilidad; si el medicamento posee

estas caracteristicas, sera eficaz en el funcionamiento al que fue dirigido (20).
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La calidad del producto se va construyendo durante todas las fases de fabricacion del
mismo, por lo que ésta es efectuada bajo un control continuo del proceso el cual se realiza
desde la seleccion de la materia prima, hasta la fase del envasado, etiquetado y
almacenamiento del producto final. Entre las caracteristicas de calidad del producto

terminado se mencionan:

a) ldentidad: Confirmaciéon de la presencia en un producto farmacéutico de los ingredientes
de acuerdo con la etiqueta. Esta debe de establecer el principio activo y debe ser capaz de

discriminar entre sustancias de estructuras moleculares parecidas (21, 22).

b) Potencia: Actividad farmacoterapéutica de los ingredientes activos, que deben
encontrarse en cantidades suficientes para ejercer su accién y el contenido del producto se

expresa en relacion a la actividad de un patron biologico de referencia (21, 22).

c) Calidad: Es la aptitud del medicamento para el uso al que se destina, la cual es
determinada por su eficacia ponderada en relacién a su seguridad, de acuerdo a la
declaracion rotulada o aquella promovida por el fabricante y su conformidad a las
especificaciones de identidad, concentracién, pureza y otras caracteristicas. Se entiende que
estos 2 grupos de factores son interdependientes, puesto que las especificaciones son

establecidas para garantizar la eficacia y la seguridad (21, 22).

d) Pureza: Grado en el que una entidad quimica o bioldgica esta presente en una substancia.
En el caso especifico de productos medicamentosos, se refiere al grado en que estan
exentos de contaminantes potencialmente dafiinos o no, incluyendo otros principios activos,
productos de degradacion, subproductos de sintesis, bacterias y otros microorganismos (21,
22).

e) Concentracion: Constituye la cantidad porcentual del principio activo del medicamento,

luego de determinarse por una valoracion quimica y biolégica (21, 22).

f) Uniformidad: Representa la propiedad que tiene cada unidad posoldgica de un mismo

lote de suministrar la misma cantidad de principio activo (21, 22).
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g) Biodisponibilidad: Caracteristica en el cual un medicamento es absorbido y produce la
accion terapéutica en el organismo (21, 22).

h) Estabilidad: Propiedad que tiene el producto de conservar las caracteristicas durante su

tiempo de utilizacion o vida util (21, 22).

2. Control de calidad de plantas medicinales

Varios paises han contribuido a la elaboracion de normas de calidad, las cuales se
encuentran recopiladas en Farmacopeas, asi podemos citar a la British Herbal

Pharmacopoea, American Herbal Pharmacopoea y la Farmacopea Europea.

3. Control de calidad de la materia prima

Para lograr una completa estandarizacion de los medicamentos herbarios, se debe de iniciar
analizando la planta; controlando los pasos de produccion antes de realizar el control final
de los pardmetros de seguridad de la linea de produccion, debido a que el material vegetal
es el que forma parte activa del medicamento y la que tiene las caracteristicas de potencia,
eficacia y calidad del producto terminado. Si se encontrase baja calidad del material vegetal
0 su inconsistencia, se hara imposible cualquier control de calidad significativo durante el
proceso de elaboracion de los productos fitoterapéuticos o sera imposible asegurar la
calidad del producto terminado (3, 21).

Para lograr la calidad de un producto, es necesario describir parametros que sirvan para
determinar la materia prima en su elaboracion, es decir para describir la calidad de una

droga vegetal; entre los que se pueden mencionar:

a) Autenticacion: Definicion clara y cientifica para la confirmacion de la identidad del
material vegetal, se realiza por medio de inspecciones visuales o0 microscépicas Yy

realizando una comparacion con estandares (23, 24).
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b) Identidad: Permiten la identificacion completa del material vegetal. Esta identificacion se
puede realizar a través de caracteristicas macroscopicas, microscopicas y fitoquimicas de la
planta. La fitoquimica se realiza a través de la utilizacion de reacciones histoquimicas entre
las que se encuentran: La presencia de granos de almidon y de aleurona, la deteccién de
paredes celuldsicas, lignificadas, suberificada y cuticulas, cristales de carbonato y oxalato
de calcio, y metabolitos esenciales tales como: grasas, aceites volatiles, resinas, mucilagos,
taninos, etc. (3, 21, 22, 25-27).

c) Caracteristicas organolépticas: Es la evaluacion del material vegetal a través de sus
caracteristicas siendo percibidos por los sentidos, evaluando color, olor, sonidos o

chasquidos, frescura, consistencia, textura, entre otros (21).

d) Perfil cromatografico: Es la clasificacion de las plantas basada en sus constituyentes
quimicos activos, los constituyentes quimicos mas comunmente encontrados son
metabolitos primarios y secundarios; los cuales contribuyen a la identificacion del material
vegetal. Entre los constituyentes se encuentran: alcaloides, flavonoides, saponinas, arbutina,
antracenos, aceites esenciales, glicésidos cardiotdnicos, cumarinas y &cidos
fenolcarboxilicos, entre otros. Estos constituyentes son conocidos por tener actividad
farmacoldgica y ademas son la base de la quimiotaxonomia de la planta; éstos suelen ser
especificos en ciertas clases botanicas, 6rdenes y familias e inclusive suelen ser exclusivos
de especies por lo que pueden ser usados como compuestos marcadores que identifican
apropiadamente el material vegetal (21, 23, 25-27).

e) Humedad: Permite determinar el agua libre que contiene el material vegetal, ademas
conocer si el proceso de secado fue el correcto para conservar su calidad y asi proveer un
mejor almacenamiento y conservacion evitando las reacciones de enmohecimiento y la
contaminacion bacteriana, el contenido de humedad ha de ser inferior al 10% (28). El

porcentaje de humedad se expresa de la siguiente forma:

Humedad (%) = [peso perdido (g)/peso inicial (g)] - 100
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f) Cenizas: Constituyen el residuo después de la incineracion de la planta, lo cual se obtiene
por calcinacion en mufla a 400°C durante 24 hrs. Las cenizas representan las sales
inorganicas que normalmente contiene la droga y las adheridas, asi mismo la materia
inorganica que posiblemente se le afiadio para adulterarla o las trazas de fertilizantes
presentes. Su determinacion es de gran importancia para juzgar la identidad, adulteracion y
la pureza de la droga vegetal. De las cenizas obtenidas se puede evaluar el contenido de
elementos minerales disolviéndolos en HCI (1:1) (28). Las cenizas se expresan de la
siguiente forma:

Cenizas (%) = [peso cenizas (g)/peso seco (g)] - 100

g) Materia extrafia: Consiste en la identificacion al ojo y estereoscépicamente de las
caracteristicas de la muestra en andlisis de cualquier material, contaminacién animal,
vegetal, mineral o parte de la planta diferente a la conocida. Esto se evalla realizando
comparaciones con estandares obtenidos de especificaciones de farmacopeas propias de

cada pais o las normas internacionales, para materia extrafia se acepta un 2% (28).

h) Caracterizacion e identificacion boténica: La caracterizacion boténica es uno de los
elementos que permite verificar el control de calidad del material vegetal, esto se realiza ya
que las drogas vegetales tienen una serie de elementos apreciables observados bajo lupa o
microscopio Optico, los cuales le son propios y caracteristicos que permiten su correcta
identificacion. Primordialmente para la verificacion de las propiedades del material vegetal
se necesita su identificacion a través de la designacion por su nombre cientifico. En la
droga vegetal se debe de indicar la especie, subespecie, variedad e indicar la cantidad

estipulada de principio activo que la droga debe contener (28).

La identificacion botanica se realiza comparando la droga con una droga patron, con
farmacopeas o literaturas especializadas realizando comparaciones por medios indirectos o
directos. Los directos se realizan a 0jo o con lupa de poco aumento los cuales nos dan
caracteres macroscépicos y con ayuda de los sentidos se determina el aspecto general, la
superficie y el sabor. Mientras que los indirectos se encuadran en 3 categorias: procesos
fisicos (microscopia y cromatografia), procesos quimicos (reacciones de caracterizacion e

incineracion) y los procesos bioldgicos (hemdlisis y hemoaglutinacién) (28).
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B. Material vegetal en estudio

1. Diphysa robinioides Benth.

Pertenece a la familia Fabaceae, es una leguminosa originaria de América tropical, cuyo
nombre comun es Guachipilin (Guatemala), Canquixté, Much, Palo Amarillo, Susuc,
Zuzoc; y sus caracteristicas botanicas lo ha diferenciado de otros grupos de leguminosas
(29, 30).

a) Sinonimia: Diphysa americana Mill.; D. carthaginensis Benth.; D. humilis Oerst (31).

b) Descripcion botanica: La corteza del tronco es de color pardo o café claro, aspero con un
grueso de 1-2 cm y con canales a lo largo del arbol. Las ramas primarias son de igual forma
que el fuste y las secundarias son de color verde a gris con lenticelas. El tronco
generalmente no es cilindrico si no de forma irregular desde su base hasta que se ramifica.
El didmetro varia entre 30-40 cm y una altura de 5-20 m en la edad madura, dependiendo
de las condiciones climéticas, suelo, etc. La albura es blanca amarillenta y el duramen de
color café rojizo. La madera es pesada (peso especifico 0.965), la textura mediana y de veta
irregular. Las hojas son alternas, imparipinadas y caducifoliadas que tiene un largo que

varia entre 3-13 cm. Eje central ensanchado en la base, con 3-13 hojuelas (29, 30).

Esta especie es caducifolia durante la época seca y con flores durante los meses de octubre-
enero con peciolos de 1-2 mm de largo. Apice agudo o redondeado, base aguda haz verde
mate. El envés verde claro mate. Las flores, pequefias, amariposadas, de 1.5 cm de largo
por 1 cm de ancho, dispuestas en pequefios racimos axilares. Los frutos se presentan en
vainas indehiscentes, oblongas, huecas e infladas de color café palido de 4-6 cm de largo
por 1-2 cm de grueso. La capa exterior es delgada y fragil. Interiormente posee un tabique
central longitudinal, delgado, que contiene varias semillas oblongas. Las vainas contienen
entre 5-9 semillas color blanco crema de una longitud de 3-5 mm y un grosor de 2 mm (29,
30).
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c) Habitat: Es nativo del sur de México y Centro América, en bosques secos o humedos de
600-2500 msnm, introducido en la Republica Dominicana. En Guatemala se ha descrito en
Alta Verapaz, Baja Verapaz, Chiquimula, Huehuetenango, Quetzaltenango, Quiché,

Retalhuleu, Sacatepéquez, San Marcos y Suchitepéquez (30).

d) Usos medicinales: Se utiliza con fines medicinales, por su propiedad cicatrizante y
sudorifica. La infusion de las hojas se usa para el tratamiento de afecciones
gastrointestinales (diarrea, disenteria) y respiratorias (amigdalitis, asma), asi como, anemia,
dolor de cabeza, cancer, gonorrea, malaria, mordedura de animales ponzofiosos, problemas
renales y aliviar el parto. La decoccidn de corteza y madera se usa para el dolor de cabeza y
gastralgia. La infusidbn o decoccién de hojas y corteza se usan tOpicamente para el
tratamiento de afecciones dermatomucosas (abscesos, conjuntivitis, heridas abiertas,
leishmaniasis, llagas, tineas). A las hojas y corteza se les atribuye propiedad anticonvulsiva,

antiséptica, cicatrizal, desinflamante, febrifuga y sudorifica (17).

e) Farmacologia: Estudios de la actividad antibacteriana demuestran que la tintura de las
hojas es activa contra Salmonella typhi, Shigella flexneri, S. aureus y Streptococcus
pneumoniae, pero inactiva contra Escherichia coli y Vibrio cholerae; la mejor actividad
antibacteriana se encontré en los extractos etandlico y acetdnico, la Concentracion
Minima Inhibitoria —CIM- fue de 5 mg/mL para S. typhi y S. flexneri; 8 mg/mL para S.
aureus y 10 mg/mL para S. pneumoniae. La tintura de las hojas de D. robinioides es activa
contra Neisseria gonorrhoeae y tiene un espectro de la inhibicion del 80% de cepas de
proveniencia clinica recientemente aislada. La tintura de la corteza de D. carthagenesis
inhibe el crecimiento de S. typhi, S. dysenteriae y S. flexneri, con una CIM de 1.4-1.8

mg/mL, mientras que la maceracion de las hojas no mostré actividad antimicrobiana (32).

Estudios de la actividad antifungica demuestran que la decoccion de hojas de D.
carthagenensis inhibe E. floccosum, M. gypseum, T. mentagrophytes y T. rubrum; la CIM
fue de 100 mg/mL para T. mentagrophytes y 1000 mg/mL para los otros dermatofitos,
presenta actividad fungicida. La decoccion de D. robinioides es activa contra E. floccosum,
T. mentagrophytes y T. rubrum; la CIM fue de 300 mg/mL para T. mentagrophytes,

presenta actividad fungistatica; la mayor actividad se encuentra en la corteza y raiz y los
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mejores disolventes fueron etanol y acetato de etilo, con una CIM de 50 mg/mL. Por su
actividad antibacteriana, antifingica y cicatrizal, las hojas y corteza estan indicadas para
uso tépico en el tratamiento de llagas, Ulceras e infecciones dermatomucosas, en forma de
pomada, unglento o tintura. Por su accion antifangica y cicatrizal puede combinarse con
Barbasco, Carao, Hierba del toro, Llantén, Nance, Quilete y Zarzaparrilla (30, 33-34). Los
bioensayos de los extractos etanolicos de D. robinioides demostraron actividad antifingica
contra la fase miceliar de S. schenckii, siendo la CIM de 1 y 0.5 mg/dL, no encontrandose

asi actividad antifungica para la fase levaduriforme (18).

f) Composicion quimica: La madera y corteza contienen flavonoides y furanoides,
terpenoides (B-sitosterol), benzopironas y flavonoides (difisolona, difisolidona y 4’metil
éter, ferreirina, kievitona), isoflavanos, flavanos (5, 7, 4°, 5, 7°°, 4>*’-hexahidroxi-(3,3"’)-
biflavanona, stilbenos (trans-3,3”,4°, 5,5’-pentahidroxistilbene) y quinoides (lapachol)). Las
hojas y corteza contienen taninos, alcaloides y triterpenos. La raiz contiene glicésidos

saponinicos, taninos y triterpenos (30, 33).

2. Hymenaea courbaril Lasseigne.

Pertenece a la familia Fabaceae, es una leguminosa originaria de América tropical, de
clima calido y semicalido; cuyo nombre comun Guapinol, Copinol, Palo colorado, Pac,
Pacay (Petén), Pacoj (Alta Verapaz), Hoja de cuchillo (Jutiapa), Locust (Belice), Arbol de
pinole, Algarrobo (Colombia); y sus caracteristicas botanicas lo ha diferenciado de otros

grupos de leguminosas. Es ampliamente conocido por una resina que exuda (35, 36).

a) Sinonimia: Inga megacarpa M.E. Jones; Hymenaea animifera Stokes; H. candolleana
Kunth; H. courbaril var. obtusifolia Ducke; H. courbaril var. stilbocarpa Hayne A.T. Lee
& Langenh.; H. multiflora Kleinhoonte; H. resinifera Salisb; H. retusa Wild. Ex Hayne; H.
stilbocarpa Hayne (37, 38).

b) Descripcion botanica: Arbol grande y robusto, subcaducifolio, de 10-40 m de altura, con
un diametro a la altura del pecho de 1.5-2 m. La copa redondeada muy densa, ampliamente

extendida, con follaje denso verde claro y brillante. Las hojas alternas, asimétricas,
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compuestas por un par de foliolos opuestos, de 5-10 cm de largo incluyendo el peciolo, con
algunos puntos aceitosos, translucidos y una venacion poco prominente. El tronco derecho,
a veces cubierto en la base por una excrecion gomosa ambarina; algunas veces desarrolla
contrafuertes y ramas gruesas ascendentes. La corteza Externa ligeramente escamosa a lisa,
pardo grisicea o pardo rojiza con manchas blancuzcas horizontales amorfas y la Interna
rosada cambiando a ligeramente parda, fibrosa, de sabor astringente, con un grosor total de
10-20 mm y se ramifica a partir de la mitad del fuste y tiene ramas muy retorcidas. Las
flores grandes blanco verdosas, extendidas, perfumadas, de 3.5 cm de diametro. Se
presentan en cimas densas terminales pubescentes de 10-15 cm de largo; céliz verde crema,
tubular carnoso en forma de campana y 5 pétalos blancos con puntos morenos, erguidos y
extendidos, que apenas sobresalen del caliz. Las flores se observan entre marzo- mayo y los
frutos a partir de julio-marzo. Los frutos son vainas indehiscentes, ligeramente aplanadas,
de 10-17.5 cm de largo por 4-6.5 cm de ancho, sumamente lefiosas, verdosas a moreno
oscuro, con pulpas harinosas, dulces y comestibles. Cuando se secan exudan una resina
pegajosa y fragante. EIl fruto contiene 3-4 semillas y permanece largo tiempo en el arbol (7-
10 meses). Los frutos son tipo legumbre con una céscara lefiosa muy dura, pero entre la
cascara y las semillas tiene un polvo blanco que los indigenas lo usaron como ingrediente
de la mazamorra, se les puede ver maduros colgando en el &rbol por un periodo prolongado,
sus frutos son principalmente apetecidos por animales como la Dasyprocta punctata

(guatusa o cherenga) (35, 36).

c) Habitat: Prdspera en terrenos degradados y malos aunque prefiere tierras humedas y
fértiles. Crece cerca de rios o corrientes de agua, sobre lomerios y pendientes. Su mejor
crecimiento ocurre donde hay una precipitacion de 1,900-2,150 mm/afio, pudiendo crecer
en areas con sélo 1,200 mm/afio. Crece en temperatura media anual de 20-30°C. Se
desarrolla en suelos de origen volcanico y aluvial, con pH de 4.8-6.8, preferentemente en
regiones bajas y célidas; y suelos arenoso, poroso, amarillo y rojizo-arcilloso. Crece desde
el nivel del mar hasta cerca de unos 900 m (32, 35, 36, 39).

d) Distribucién: Se encuentra distribuida desde el Sureste de México, America Central
hasta el norte de Brasil, Bolivia y Perd. En el pais se encuentra principalmente en las

laderas o planicies secas, en Alta Verapaz, Baja Verapaz, El Progreso, Escuintla,
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Guatemala, Huehuetenango, lIzabal, Jutiapa, Petén, Quetzaltenango, Retalhuleu, San
Marcos y Santa Rosa (32, 35, 36, 39).

e) Usos medicinales: La resina se utiliza como barniz y pegamento, también en el
tratamiento de la bronquitis, asmas y resfriados. Con la corteza se prepara un remedio para
combatir enfermedades renales y las inflamaciones de la vejiga y la prostata. La pulpa
harinosa y de olor nauseabundo que rodea las semillas es comestible y muy nutritiva. Las
resinas son muy utilizadas en la medicina popular contra afecciones de la via respiratoria,
también como antiséptica, antidiarreica, sedante nerviosa, vermifuga y contra la diabetes
(32, 35, 36, 39).

f) Farmacologia: Se ha demostrado que las hojas presentan una actividad antitumoral
probada en ratones con carcinoma de pulmon de Lewis, la decoccion de tallo presentd
actividad diurética al evaluarse en ratas por via nasogastrica. En su composicién contienen
como principio activo taninos que se han descrito como los responsables de la actividad
antitumoral de esta planta; asi mismo, se ha utilizado la resina producida por esta planta
para tratar enfermedades de los érganos respiratorios, Ulceras, lesiones venéreas y heridas.
La cascara del fruto sirve para la fatiga, la pulpa seca de las semillas y la corteza acttian
como antihelmintico, ademas la corteza es un sedante arterial y astringente, la decoccién de
la cascara del fruto se utiliza para tratar el asma. El cocimiento de la corteza se usa por via
oral para tratar afecciones gastrointestinales diarrea, parasitos intestinales y Ulcera gastrica;
exantemas, fiebre, gripe, hematuria, tos, enfermedades renales y purificar la sangre (27, 32,
35, 36).

Actualmente se ha demostrado que las hojas presentan actividad contra F. pedrosoi a través
de los extractos etanolicos, para el tratamiento de infecciones mucocutaneas; tambien
presentan actividad antifungica para S. schenckii contra la fase miceliar siendo la CIM de 1

y 0.5 mg/dL y para la fase levaduriforme no se encontrd la misma actividad (18, 19).

g) Composicion quimica: Las hojas y corteza del tronco contienen una resina y taninos. Las
principales resinas que posee son oleorresinas, gomorresinas y glicorresinas. El compuesto

principal de la resina del tronco es el diterpeno acido labd-13-en-8-ol. Los principales
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componentes de la resina de las hojas son los diterpenos cariofileno y alfa y beta-selineno.
De las hojas y el tallo se han aislado los flavonoides astilibin y beta-sitosterol. En los
aceites esenciales de la hoja y el tallo, se han detectado sesquiterpenos beta-bourbono,
cariofileno, ciclossativeno, humuleno, alfa-mururoleno y monoterpeno delta-cadineno.
También en las hojas se ha indicado la presencia de un monoterpeno el delta cadineno,
ademés de los sesquiterpenos gamma-cadineno, cariofileno, alfa y beta-copaeno, alfa y
beta- humuleno, alfa y beta-selineno. Se han demostrado también nuevos constituyentes
como 3-O-rhamnosidos-5-7-3-4-tetrahidroxiflavonol 1 (32, 35, 36, 39).

3. Phaseolus lunatus Linn.

Pertenece a la familia Fabaceae, es una leguminosa originaria de América Central y
Suramérica, cuyo nombre comun Frijol Cimarron, Chilipuca, Chilipuco, Frijol reina, Frijol
mantequilla, Queen bean, Frijol lima, Judia Limefa, Frijol viterra y sus caracteristicas

botanicas, lo ha diferenciado de otros grupos de leguminosas (39).

a) Sinonimia: Phaseolus bipunctatus Jacq; P. limensis Macfad; P. viridis Piper.; P.
inamoenus Blanco, P. ilocanus Blanco, P. tunkinensis Lour., P. vexillatus Blanco, P.

vulgaris Blanco (40).

b) Descripcion botanica: Raices fibrosas y tuberosas, muy penetrantes pueden engrosarse
mucho; los tallos glabros de 0.5-4 m de largo, segln el héabito de la planta; las hojas
trifoliadas, foliolos ovados a deltoides, a veces romboide-ovados, apice deltoide, base
redondeada, 6-8 x 4-6 cm, glabros o esparcidamente pubescentes. Los peciolos méas largos
que el foliolo central, estipulas pequefias pero evidentes, 0.5-1 mm de largo, persistentes;
inflorescencia axilar o lateral, en pseudoracimos cortos o alargados, hasta 25 cm de largo.
Las flores con estandarte verde por contener clorofila, alas y quillas blancas, lilas o
purpuras, de 1.5 cm de largo, céliz campanulado, 2-3 mm de largo, estandarte ancho y
plano, 1 cm de largo, puberulento por fuera, quilla espiralada; fruto plano, falcado-oblongo,
ligeramente targido alrededor de las semillas, 3-8 x 1-2 cm, glabro. Contiene de 2-4

semillas, reniformes, comprimidas y de color negro, gris café o moteado (41).
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c) Habitat: Es originario de Centro y Suramérica. La domesticacion de cultivares salvajes
de este frijol tuvo lugar 2 veces y en lugares distintos; una en el noroeste de Suramérica
alrededor del afio 6,500 AC, donde se dio lugar a una variedad de semillas grandes (peso de
100 semillas: 54-280 g); y otra en Centroamérica, probablemente en Guatemala cerca del
afio 800 DC, donde se origin6 una variedad de semillas pequefias (peso de 100 semillas: 24-
70 g). En 1,300 DC se extendio a Norte América y fue hasta el siglo XVI que la especie

Ilegd y comenzo a cultivarse en Europa y Asia (41).

d) Distribucion: La forma silvestre de la semilla pequefia tipo Sieva se encuentra distribuida
desde México hasta Argentina, generalmente por debajo de los 1,600 msnm, mientras que
la forma silvestre de mayor tamafio tipo Lima se distribuye en Ecuador y en el norte del
Per0 entre los 320-2,030 msnm (39, 41).

e) Usos medicinales: El principal uso es como grano para alimento humano. El potencial
como planta forrajera es de alto a moderado. Produce grandes cantidades de forraje de
calidad moderada, que tiene una aceptacion regular por el ganado bovino. El valor forrajero
de las plantas verdes es limitado por su contenido del glucésido linamarina, el cual
desprende &acido cianhidrico y se desarrolla en las Gltimas etapas de maduracion estando
muy concentrado, sobre todo, en las ramas mas jovenes y en las semillas, especialmente en
las moteadas. Las semillas oscuras contienen menos toxinas que las moteadas, pero son de

sabor amargo, mientras que las semillas claras se encuentran libres de linamarina (39, 41).

f) Farmacologia: Se han realizado bioensayos de tamizaje sobre la actividad antifungica
para F. pedrosoi, en los que se ha demostrado que los extractos etandlicos de la semilla de
P. lunatus posee actividad contra este, por lo cual es utilizado para el tratamiento de

infecciones mucocutaneas (17).

4. Senna occidentalis Britt. & Rose.

Pertenece a la familia Fabaceae, es una leguminosa perteneciente de Ameérica tropical, de
clima calido y semicélido; cuyo nombre comun Frijolillo (Guatemala), Café de Bonpland,

Café cimarrdn, Taperiba (Paraguay), Brusca (Republica Dominicana), Frijolillo, Comida de
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murciélagos, Bricho (Honduras, Nicaragua, Panama y Guatemala), Café moucha (Isla de
Dominica), Aiterioba, Café ferruso (Colombia), Bricho y Hediondilla (México), Hierba
hedionda (Cuba), Brusca hedionda (Venezuela) y sus caracteristicas botanicas, lo ha

diferenciado de otros grupos de leguminosas (42).

a) Sinonimia: Cassia occidentalis L.; Ditremexa occidentalis (L.) Britt. & Rose (43).

b) Descripcion botanica: Se trata de una hierba robusta anual o perenne, perteneciente a la
familia de las Caesalpindceas Fabéaceas, caracterizada por presentar una altura de 1 m o
mas de alto, los peciolos con glandulas en la base. Los foliolos de 4-6 pares ovalado-
lanceolados, agudo o acuminados, 3-7 cm; las hojas de 10-30 cm de largo; racimos axilares,
sépalos de 6-9 mm. Las flores con pétalos de 2 cm, amarillos. El fruto en vaina café oscuro,
linear, plano, 6-12 cm largo, 6-9 mm de ancho. Las semillas ovales, café-olivo de 3-4 mm
de largo (32).

c) Habitat: Esta planta crece en bosques secos, semisecos y humedos. Es comin en lugares

abandonados de las regiones tropicales y subtropicales de América, Asia y Africa (35, 36).

d) Distribucién: Nativa de Centro y Suramérica, pero se presenta desde el sudeste de los
Estados Unidos, Antillas, México, Centroamérica, parte tropical de América del Sur y
tropico del viejo mundo. En Guatemala se ha descrito en Alta Verapaz, Chiquimula, El
Progreso, Escuintla, Guatemala, 1zabal, Jutiapa, Petén, Retalhuleu y Zacapa (32).

e) Usos medicinales: La decoccion o infusion de las hojas y la raiz se utilizan oralmente
para el tratamiento de afecciones gastrointestinales diarrea, dolor de estomago vy
estrefiimiento; asi mismo, para tratar enfermedades respiratorias catarro, cefalea, fiebre,
gripe, resfrio y tos; fiebre amarilla, gonorrea, ictericia, problemas renales, reumatismo,
inflamaciones de la matriz, reumatismo, menstruaciones dolorosas, complicaciones del
higado y desérdenes etnopsiquiatricos; ademas se les atribuye propiedad colagoga,
depurativa, espasmolitica, laxante, purgante y vermifuga; a la raiz se le atribuye propiedad
sedante (32). La decoccion de las hojas se usa topicamente en lavados y emplastos para el

tratamiento de diversas afecciones de la piel como Ulceras, heridas, eccemas, empeines,
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erupciones, inflamaciones, salpullido, tifia, varicela y tumores inflamados (36). La
decoccién de las semillas se usa para el tratamiento de afecciones del rifion y vejiga,
nervios, calmante cardiaco, palpitaciones, hipertension, gastralgia y afecciones hepaticas;
topicamente se aplican en Ulceras, tifia y se les atribuye propiedad antiinflamatoria,
diurética, estomaquica, febrifuga, purgante, tonica y vulneraria (32). Las flores y raices se
usan para tratar afecciones digestivas y respiratorias (36).

Las hojas tienen derivados antracénicos que son responsables de la accion laxante y
flavonoides que son diuréticos; lo que explica la accion depurativa, colagoga y laxante
atribuida; los heterésidos antracénicos tienen efecto oxitocico que podria explicar el efecto
de la contraccion del masculo del Gtero en las pacientes parturientas. Las semillas contienen
un polvo amarillento constituido por crisarobina, el cual es un producto de la reduccion de
acido crisofanico, que es microcristalino, café a amarillo-naranja, inodoro, sin sabor, punto
de fusion 203-204°C, ligeramente soluble en agua, etanol y éter, soluble en compuestos
alcalinos y acidos; que ha sido usado toépicamente para el tratamiento de psoriasis y otras

enfermedades cronicas de la piel (32, 36).

f) Farmacologia: Se ha demostrado la actividad antimicrobiana mediante la realizacion de
estudios in vitro sobre actividad antiparasitaria, antimicética y antibacteriana a partir de
extractos de Frijolillo. En 1991, Céaceres A. y otros colaboradores demostraron que la
decoccidn de la hoja tiene actividad inhibitoria in vitro sobre los dermatofitos E. floccosum,
M. gypseum, T. mentagrophytes y T. rubrum (15) mientras que en 1992, Del Aguila
demostré que el extracto alcohdlico de la hoja y raiz era activo para los mismos
dermatofitos salvo T. rubrum, con una CIM de 50 pg. Asi mismo, refirié que la actividad
antifangica de las hojas se atribuye a la antrona del &cido crisofanico y la actividad
antibacteriana de las semillas al aceite esencial. La eficacia antibacteriana de las vainas
seria atributo de los flavonoides. El extracto hidroetandlico al 50% demostré la mayor
potencia extractiva para aislar los principios activos antimicrobianos, con una CIM del00
ug /L (44).

Los extractos etandlicos de la hoja presentan actividad contra F. pedrosoi, por lo cual es

utilizada para el tratamiento de infecciones mucocutaneas (17). El extracto acuoso con
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concentracion de 10 g de hoja/100 mL, resulté activo frente a Bacillus subtillis en forma
similar al cloranfenicol y estreptomicina. Asi mismo, el extracto etanolico al 95% de las
hojas en igual demostr6 ser activo contra P. aeruginosa, S. aureus, C. albicans y varios
dermatofitos. También el extracto hexanico ha resultado efectivo in vitro Unicamente frente

a S. aureus y Pseudallescheria boydii (32, 39).

La decoccion de la hoja ha demostrado actividad antiinflamatoria a dosis de 1 g/k en el
modelo de edema plantar en ratas inducido por carragenina y en el modelo de granuloma de
algoddn (42). Estudios farmacologicos demuestran que el extracto etandlico de las hojas
protege significativamente contra el dafio hepatico experimental producido por tetracloruro
de carbono y thioacetamida (32). La actividad laxante esta determinada por la presencia de
antraquinonas en los diferentes componentes de la planta y en la actividad dermatoldgica
las semillas contienen un polvo amarillento constituido por crisarobina, el cual es muy

empleado en psoriasis y otras enfermedades crdnicas de la piel (42).

g) Composicién quimica: Las hojas contienen antraquinonas crisofanol, emodina,
funiculosina, fiscién y derivados; alcanos y flavonoides derivados de la apigenina y
vitexina, matencinol-7-ramndsido y jaceidina-7- ramndsido. El fiscion es el 3-metil-éter de
emodina, con propiedades similares a la aloe-emodina y el crisofanol. Las flores contienen
antraquinonas fiscion y emodina y B-sitosterol. La raiz antraquinonas casiolina, fiscion y
derivados, ademas de emodina, crisofanol y otros derivados, islandicina, helmintosporina,
xantonina, pincelina, xantorina, ergocromo, esterigmatosistina, reina y casi-xantona.
Flavonoides apigenina, vitexina, quercetol y kaempferol; aceite esencial y fitoesteroles. Las
semillas contiene fitoesteroles, antraquinonas 0.85-1.25% destacando emodina, derivados
del fiscion-antrona y del fiscion-diantrona; aceite esencial; crisarobina; N-metil-morfolina y
N-metil-morfonalina (39, 42, 45).
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IV. JUSTIFICACION

La materia prima empleada para la elaboracién de los productos medicinales de origen
natural constituye la droga vegetal, ya que en ésta se encuentran todas las propiedades

medicinales de las plantas que pueden ser empleadas como producto fitoterapéutico.

El creciente uso de productos de origen natural como coadyuvantes en el tratamiento de
afecciones comunes, hace necesario emplear una droga vegetal de calidad que cumpla con

las especificaciones del control de calidad.

Guatemala es un pais que utiliza ampliamente plantas medicinales como una alternativa
terapéutica para solucionar sus problemas de enfermedad. Las 4 leguminosas en estudio,
D. robinioides, H. courbaril, P. lunatus y S. occidentalis; tienen actividad antifingica y son
empleadas como terapéuticas para infecciones dermatomucosas causadas principalmente
por dermatofitos y C. albicans lo que hace importante establecer criterios para un buen
control de calidad de la droga vegetal y asi poder detectar las adulteraciones que puedan

afectar su actividad terapéutica.

Ya que existe poco control en la calidad de la droga vegetal que se emplea para la
elaboracion de fitofarmacos y a que la poblacién guatemalteca le tiene una amplia
confianza al uso de plantas medicinales para aliviar sus padecimientos, se hace necesario

velar por que la droga vegetal cumpla con todas las especificaciones de calidad.

Debido a que las plantas en estudio son del tipo nativas, no se han descrito pardmetros de
identidad y pureza por lo que este estudio permitird establecer normas de calidad
farmacobotanica de las 4 especies de leguminosas; las cuéles indicaran si la droga vegetal
distribuida es apropiada para su uso terapéutico y asi mismo serviran para estandarizar
parametros los cuales contribuiran a elaborar monografias de control de calidad para
garantizar que las drogas vegetales de estas especies de leguminosas sean un material que

pueda ser utilizado como materia prima para fitofarmacos.
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V. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Elaborar propuestas de normas de calidad farmacobotanica de cuatro especies de

leguminosas con actividad antifangica comprobada.

B. Objetivos especificos

1. Elaborar una descripcion diagnoéstica de las caracteristicas macroscépicas de las cuatro

leguminosas en estudio para su correcta determinacién boténica.

2. Establecer parametros de identidad microscépica caracteristicos de las cuatro drogas

vegetales, que permitan su correcta identificacion.

3. Identificar algunos de los metabolitos secundarios, mediante métodos histoquimicos,
fitoquimicos y por cromatografia en capa fina; que puedan ser utilizados como

parametros de identidad y pureza de las plantas en estudio.

4. Establecer el porcentaje de cenizas del material vegetal de las cuatro especies de

leguminosas en estudio.

5. Elaborar muestrarios de droga seca y ejemplares de herbario de las cuatro especies de

leguminosas en estudio, para ser utilizados en futuras investigaciones.

6. Elaborar cartillas micrograficas con los parametros diagnosticos de la droga seca de

las cuatro especies en estudio.
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VI. HIPOTESIS

El estudio se considera de tipo descriptivo por lo que no se requiere del planteamiento de
la hipotesis.
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VIl.  MATERIALES Y METODOS

Recursos

Humanos

Estudiantes: Br. Carmen Sofia Rojas Sazo; Br. Andrea Roxana Roman Escobar, Br.
Nelly Carmina Cruz Palencia.
Asesora: Licda. Maria Eugenia Paredes.

Revisor: Lic. Armando Céceres.

Lugares de realizacion de la investigacion

Laboratorio de Bioensayos del Departamento de Citohistologia, edificio T-11 de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.
Laboratorio de Investigacion de Productos Naturales (LIPRONAT), edificio T-10 de la
Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia.

Laboratorio de Anatomia Vegetal, Facultad de Agronomia.

Universo de trabajo

Leguminosas medicinales utilizadas popularmente para tratar enfermedades causadas por

hongos.

1. Muestra

4 especies de leguminosas con actividad antifingica comprobada.

2. Obtencidn del material vegetal

El material vegetal de las 4 especies en estudio fue recolectado de la siguiente manera: S.

occidentalis y D. robinioides, fueron recolectadas en la Ecoparcela EI Kakawatal ubicada
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en el cantdén Chiguaxté, Municipio de Samayac, Departamento de Suchitepéquez (Altitud:
539 msnm, 14°33'56.66"" N; 91°27°53.19"°0). H. courbaril, fue recolectada de la Finca
Las Delicias ubicada en aldea Colmenas, Municipio de Villa Canales, Departamento de
Guatemala (Altitud: 1365 msnm, 14°29°15.09"" N; 90°31°24.22°°0). P. lunatus fue
recolectado de la Plantacion Andrés, ubicada en Centro Uno La Maquina, Tulate, en el
Municipio de Cuyotenango, Departamento de Suchitepéquez (Altitud: 345 msnm,
14°32°32.79°" N; 90°34720.89"" O).

Se cortaron ejemplares de cada una de las especies de leguminosas, tratando de cortar todas
las partes respectivas; ramas, hojas, flores y frutos (si tuviese), luego se colocaron en hojas
de papel periodico de manera que al secarse conservaran la forma original de la planta.

C. Listado de Materiales

1. Plantas medicinales (material vegetal fresco y seco)

D. robinioides

H. courbaril

P. lunatus

S. occidentalis

2. Instrumentos

- Lupa

- Microscopio estereoscopico

- Microscopio con camara incorporada
- Bafio Maria

- Microscopio de luz

- Balanza de humedad marca Santorius
- Balanza semianalitica

- Horno

- Mufla



Aguja de diseccion e histologica
Centrifuga (2500-5000 rpm 45°C)

Desecador

3. Material

Cartones con prensa de madera
Papel manila

Papel periddico

Hojas de afeitar marca Gillette
Laminas de duroport

Laminas portaobjetos

Laminas cubreobjetos

Virutas de magnesio

Filtro Whatman 1

4. Cristaleria

Frascos de vidrio estériles
Vasos de precipitar

Caja de petri

Cépsula

Vidrios de reloj

Tubos de ensayo

Crisoles de porcelana

Reactivos de pruebas de identificacion

Agua destilada
Parafina

Alcohol etilico al 96%
Alcohol etilico al 70%
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Alcohol etilico al 80%
Alcohol etilico al 100%
Alcohol iodado

KOH al 5%
Gelatina-glicerina
Hidrdxido de sodio al 5%
Hipoclorito de sodio al 50%
Cloruro de sodio al 10%
Hidrato de cloral (5:2)
Safranina al 1%

Fast green

Reactivo de Drangendorff
Naranja G

Sudan IV

Floroglucina

Acido clorhidrico al 25%
Acido clorhidrico 2N

Azul de cresilo al 1%
Cloruro férrico o sulfato férrico al 10%
Acido sulfarico concentrado
Hidrdéxido de amonio al 10%
Acido borico

Anhidrido acético

Tolueno

Solucion Test de amonio
Metanol

Reactivo de Mayer’s

Reactivo de Wagner
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6. Reactivos de cromatografia

a) Soluciones absorbentes y estandares

- Silica gel 60F;s4

- Estandar de antraquinona y antrona

- Estandar de saponinas

- Estandar diosgenina, -sitosterol y estigmaesterol

- Solucion de atropina y papaverina

- Estandar de 1,8-cineol, cariofileno, eugenol, mirceno y nerol
b) Disolventes cromatograficos

Fase movil

Acetato de etilo-metanol-agua (33.33/5.66/4.33)
Cloroformo-metanol-agua (64/50/10)
Acetato de etilo-metanol-agua (100-13.5-10)

Tolueno-acetato de etilo (93:7)

Deteccion (soluciones reveladoras)

D.

1.

Solucion etandlica de hidroxido de potasio 5 6 10%
Anisaldehido-4cido sulfurico
Reactivo de Dragendorff

Metodologia

Pruebas de identificacion

31

a) Herborizacion de ejemplares frescos: EI material vegetal de cada una de las 4 plantas

leguminosas, se recolectd y asi mismo se prepararon ejemplares de herbario de la siguiente

manera: Se cortaron ejemplares de la leguminosa respectiva, tratando de cortar todas las

partes respectivas; ramas, hojas, flores y frutos (si tuviese), se colocaron en hojas de papel

periédico, colocando de manera que al secarse conserve la forma de la planta. Las muestras

se colocaron en cartones dentro de una prensa de madera y se secaron en los separadores
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del Herbario de la Escuela de Biologia (BIGU). Se procedi6 a la identificacion correcta del

ejemplar vegetal (3).

b) Preparacion de muestrario patron de droga seca: Las partes a secar se colocaron en capas
finas, es decir en doble hoja entrecruzadas de papel manila, estas del tamafio de una hoja de
papel periodico, seguidamente se formd una torre de plancha de estas colocandolas de la
siguiente manera: una plancha de cartdn, del tamafio de la hoja de papel periddico, una
plancha de papel manila, con la parte de la planta a secar, y encima otra plancha de carton,
y asi sucesivamente. Después se compresionaron las torres de planchas mediante prensas de
madera, se aseguraron mediante lazo y luego se colocaron en rejillas que por debajo tienen
focos de luz amarilla. Se dejaron secar y se evaluaron periddicamente hasta observar que
estuvieran todas las hojas completamente secas (21). Las muestras de la droga vegetal de
cada una de las 4 especies de estudio, previamente identificadas correctamente, una porcion
de éstas se colocaron, en frascos de vidrio adecuados y se realizd una etiqueta respectiva

para su identificacion (3).

2. Descripcion boténica

Se realizd una descripcion diagnostica de cada una de las especies, describiendo las
caracteristicas de cada una de las partes de la planta y se realizaron comparaciones con la

Flora de Guatemala para llegar a la correcta identificacion.

a) Observacion macroscopica: Se observé la morfologia macroscépica de cada una de las 4
especies de leguminosas en estudio, realizado a simple vista y con microscopio
estereoscopico. Se determinaron las caracteristicas como morfologia, color, presencia de

material extrafio; esto se realizo del material vegetal fresco (3, 21, 24).
3. Preparacion de ldaminas de referencia
a) Preparacion de cortes a mano alzada de planta fresca: Se colocé un pedazo del material

fresco de cada una de las especies en estudio, entre 2 laminas de duroport; se deslizo entre

ambas laminas una hoja de afeitar, para la obtencidn del corte. Se colocaron los cortes en
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vidrios de reloj con agua, posteriormente se seleccionaron los cortes mas delgados y de
forma pareja, para esto se utiliz6 como herramienta una lupa, seguidamente se observaron

al microscopio con aumentos de 100X y 400X (3, 21).

b) Preparacion de ld&minas de planta fresca: Para la elaboracion de laminas de referencia se
utilizo la técnica de cortes a mano alzada y diafanizado (3, 21, 24).

i) Técnicas de diafanizado (decoloracion): Se colocé el material vegetal en vaso de
precipitacion con alcohol etilico al 96%, se llevo a ebullicion en bafio de Maria durante 10
min (cambiar el alcohol cuando ya esta muy verde). Se agregaron partes iguales de alcohol
al 96% e hidroxido de sodio al 5%, se llevé a ebullicion en bafio de Maria durante 5-10
min, se lavo con agua destilada varias veces, hasta eliminar restos de alcohol-hidroxido y se
completd con lavados de agua destilada. Se decantd el sobrenadante y se aplicé hipoclorito
de sodio al 50% hasta obtener el material transparente, seguidamente se lavé con agua
destilada para eliminar el remanente de hipoclorito de sodio. Se colocé hidrato de cloral
(5:2) durante 5-10 min como minimo. Se realizé la coloracion con safranina al 1% en agua

y se mont6 a ldmina con gelatina-glicerina (21).

ii) Técnicas de coloracion

- Coloracion con Safranina: Los cortes delgados se clarificaron con hipoclorito de sodio al
50%. Se realizaron 5-6 lavados de 3 min cada uno con agua destilada. Se tifieron con
solucion safranina al 1% en agua durante 2-5 min. Se lavd con agua destilada y se coloco el
corte en portaobjeto y se agregd 1 gota de gelatina-glicerina calentada y se cubrié con
cubreobjetos. Resultado: Las paredes lignificadas y la cuticula se tifieron de color rojo

intenso y las paredes celulésicas de color rosado (21).

- Coloracién con Safranina-Fast green: Se clarificaron cortes delgados con hipoclorito de
sodio al 50%, se realizaron 5-6 lavados de 3 min con agua destilada y se pasaron por
alcohol de 70%. Se tifieron con solucion de safranina a saturacion en alcohol de 80%
durante 10 min, se pasé por alcohol de 96%, y se colored con fast green a saturacion de

alcohol de 100% mediante pasaje rapido. Se pas6 2 veces por alcohol de 100%. Se monto
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con gelatina-glicerina. Resultado: Los tejidos de las paredes lignificadas se tifieron de color
rojo intenso y los de paredes celulosicas de color celeste verdoso (21).

iii) Método de disociado debil: Se utilizaron para foliolo, peciolulo, peciolo y semillas. Se
coloco el material cortado finamente en un recipiente de cristalizacion con solucion de
hidréxido de sodio al 5%, se hirvié por 5 min. Se lavd con agua destilada hasta que el
liquido quedara limpio, se colocé en tubo y se centrifugd de 3-5 min a 2500 rpm a 45°C se
realizd 3 veces y se decantd el sobrenadante; se tifid con safranina-fast green. Se coloc6 una
porcion del material en portaobjetos y se disgreg6 con ayuda de una aguja de diseccion, se
cubrié con cubreobjetos y observd al microscopio, para conservarlo por mas tiempo se

monto con gelatina-glicerina (21).

iv) Determinacion del indice de estomas: Es una constante dentro de ciertos limites que
permite la caracterizacion de hojas por comparacion con testigos o con valores tabulados.
Para ello se necesito diafanizar o semidiafanizar un trozo de hoja de alrededor de 5x5 mm,
se transfirié a un portaobjetos y se montd con 1 gota de gelatina-glicerina. Seguidamente se
observd en el microscopio utilizando el objetivo de 40X y ocular de 4X. Se dibuj6 en el
papel el area observada de 2 mm de lado utilizando el micrémetro objetivo y dentro de esa
area una cruz por cada célula epidérmica y un circulo por cada estoma; se realizaron 10

determinaciones y se calcul6 la media aritmética:

| es el indice de estomas, S el nimero de estomas en una superficie determinada de las

hojas, E el nimero total de células epidérmicas en la misma area (21).

v) Determinacion de indice de empalizada: Método exclusivo para el control de calidad de
las hojas. Se procedi6 a diafanizar o semidiafanizar un trozo de hoja de alrededor de 5x5
mm. Se transfirié a un portaobjeto y decolord con hidrato de cloral y se monté con gelatina
glicerina. Se observé con el microscopio en objetivo de 40X y ocular de 6X. Se dibujaron

las células epidérmicas adyacentes, se enfocaron las células del clorénquima en empalizada
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debajo de las 4 células epidérmicas. Las células del clorénquima en empalizada se
observaron en la seccion transversal como pequefios circulos. Se contaron y se calculd el
valor promedio de células del clorénquima en empalizada por debajo de cada célula
epidérmica dividiendo el nimero total obtenido por 4. Se realizaron 10 determinaciones y

se obtuvo la media aritmética (21).

c) Pruebas histoquimicas: Permitieron determinar la presencia de compuestos quimicos y
metabolitos secundarios que poseian las plantas, los cuales son especificos en cada especie
vegetal. Se realizaron sobre el corte a mano alzada de planta fresca; procediendo de la
siguiente forma: del material fresco, se coloc6 la muestra en un portaobjeto y se agrego
sobre ella 1 gota de reactivo, se dejo actuar y por ultimo se coloco el cubreobjetos
presionando suavemente sobre el mismo con aguja histologica, se quitdé el exceso de
reactivo del borde con papel filtro. Se determinaron los compuestos quimicos que poseian
las plantas de estudio de la siguiente manera:

i) Alcaloides: Se agregd 1 gota de reactivo de Drangendorff durante unos minutos, la

presencia de alcaloides se distingui6 por precipitado color rojo ladrillo (21).

- Determinacion cualitativa en tubo de ensayo: En cépsula se pesaron 5 g de material
fresco, triturando el material, se colocd en un vaso de precipitar con 5 mL de agua
destilada, se llevo a ebullicion. Se filtrd la solucion obtenida recolectdndola en un tubo de
ensayo, se dejo enfriar y se agregd 1 gota de reactivo de Drangendorff; se dejo reposar

durante 10, 20 y 30 min observandose la formacion de precipitado rojo (21).

i) Aleuronas: Se afiadié 1 gota de naranja G, los cristaloides de aleurona se tifieron de
color rojo-anaranjado mientras el globoide va desapareciendo poco a poco. Se agrego 1
gota de alcohol iodado; los granos de aleuronas se tifieron de amarillo marron a marron
(21).

iii) Grasas y aceites: Se adicionaron de 1-2 gotas de Sudan IV, se dejo actuar durante 10

min y se calentd suavemente flameando el portaobjetos. Las grasas se tifieron de rojo-
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anaranjado o rojo. Se agregd 1 gota de alcohol al 70% y se calent6 ligeramente, las grasas y
aceites permanecieron intactas (21).

iv) Lignina: Se agrego 1 gota de floroglucina y se flamed suavemente, se retir6 de la llama
y se coloco por el borde del cubreobjetos 1 gota de HCI al 25%. Las paredes lignificadas se
tifieron de rojo (21).

v) Mucilagos: Se afiadié 1 gota de azul de cresilo al 1%. Los mucilagos tomaron una

coloracion azul Francia (21).

vi) Saponinas: Se adicioné 1 gota de H,SO, concentrado; las saponinas aparecieron de

color amarillo, a los 30 min roja y finalmente se observa azul-verdoso (21).

- Determinacion cualitativa en tubo de ensayo-Test de espuma-: En capsula se pesaron 5 g
de material fresco, se tritur6 el material y se colocd en un vaso de precipitar con 5 mL de
agua destilada y se llevd a ebullicion. Se filtré la solucidon obtenida recolectandola en un
tubo de ensayo, se dejo enfriar y se agreg6 1 gota de H,SO, concentrado, se observo una
coloracion azul verdosa, se agitd fuertemente durante 10 min para favorecer la formacion
de espumas, se observé a los 10, 20 y 30 min siguientes, si la espuma desaparecia durante

este periodo la reaccion es negativa y si se mantiene es positiva (21).

vii) Taninos: Se agregd 1 gota de solucion de sulfato férrico, se dejo actuar de 2-3 min, se
lavd con agua destilada. Los taninos dieron una coloracion negro-azulado o negro-verdoso
(21).

- Determinacion cualitativa en tubo de ensayo: En capsula se pesaron 5 g de material
fresco, triturando el material, se colocdé en un vaso de precipitar con 5 mL de agua
destilada, se llevo a ebullicion. Se filtrd la solucion obtenida recolectdndola en un tubo de
ensayo, se dejé enfriar y se agreg6é 1 gota de reactivo de sulfato férrico; se dejo reposar

durante 10, 20 y 30 min observandose la formacion de precipitado azul verdoso (21).
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viii) Flavonoides

- Ensayo de cianidina: Al tubo se afiadio 0.5 mL de HCI concentrado y 3-4 virutas de
magnesio, se observé la formacion de color de verde a rojo al cabo de 10 min. Si existia
cambio de color con respecto al control se enfrio y se diluyd en volumenes iguales de agua
y se afiadio 1 mL de alcohol etilico, se agitd y se esperd a que se separaran las fases. El

desarrollo de tonalidades rojas en la capa del octanol es indicativo de flavonoides (21).

- Ensayo de leucoantocianina: Al tubo se afiadié 0.5 mL de HCI concentrado y se calentd
en bafio de Maria por 5 min. El desarrollo de color rojo violeta fue indicativo de presencia
de leucoantocianinas. En caso de no aparecer inmediatamente el color se deja reposar a

temperatura ambiente durante 1 hr antes de reportar (21).

d) Pruebas de pureza

i) Humedad: Constituye al agua o componentes volatiles que contiene el material vegetal,
se determina por la eliminacion mediante calentamiento, lo que conlleva a la pérdida de
peso del material vegetal. Se determind por el método de termogravimetria, de la siguiente
manera: se seleccion6 una parte representativa de la muestra, se homogenizé y mezclo, se
encendi6 la balanza de humedad marca Santorius y se selecciond 15 min a 105°C. Se abri6
la cdmara, se colocd el platillo, se tard y se agreg6 la muestra. Se colocé en el platillo una
capa fina y homogeénea, se cerrd el aparato y se determind el peso inicial. Se inici6 el
programa de secado y se procedié aproximadamente 4 veces para cada especie de estudio
(3, 21, 24).

i) Cenizas totales: Se realiza por el método de incineracion, siendo la ceniza el residuo
inorgénico, ya que permite conocer el contenido de minerales en la muestra. Se realizd de
la siguiente manera: se pes6é 1 g de material vegetal pulverizado de cada una de las 4
especies en estudio y se colocaron en crisoles de porcelana, previamente tarados. Se
introdujo el crisol con la muestra en el interior de una mufla a 600°C hasta la obtencién de

cenizas. Se enfriaron los crisoles en desecador y se pesaron (3, 21, 24).
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e) Ensayos en tubo macro y semimicro

i) Taninos: Se pulverizaron 10 g del material vegetal y se afiadieron 30 mL de etanol al
80%. Se filtro y evaporé hasta sequedad. Se afiadieron 25 mL de agua caliente al residuo y
se agito con varilla hasta enfriar. Se agregd 1 mL de solucion de cloruro de sodio al 10% y
se filtr. Se adicionaron 3 mL del filtrado a 4 tubos de ensayo rotulandolos del nimero 1 al
4 y se procedié a lo siguiente: el tubo 1 fue el testigo. Al tubo 2 se agregaron 5 gotas de
solucion de gelatina al 1% p/v (0.5 g gel en 50 mL). Al tubo 3 se afiadieron 4 gotas de gel-
sal (1% de gelatina y cloruro de sodio al 10%). Al tubo 4 se adicionaron 4 gotas de solucion
de FeCl3 al 10% p/v. Se observé la formacién de precipitado y el cambio de coloracion con

FeCls: grisaceo-negro, catecol; negro-azulado, pirogalol (46-49).

ii) Flavonoides: Se utilizaron tubos y se numeraron del 1 al 7. Se prosiguié de la siguiente
manera: al tubo 1 se agregaron 0.5 mL de H,SO, concentrado. Al tubo 2 se afiadieron de 3-5
gotas de FeCl; 10% p/v. Al tubo 3 se adicionaron 0.5 mL de HCI concentrado, en bafio
Maria 60°C por 5 min (prueba de leucoantocianinas). Al tubo 4 se agregé magnesio
metalico y 0.5 mL de HCI concentrado. Al tubo 5 se afiadi6 alcali a un extracto acuoso. Al
tubo 6 se adiciond solucion de &cido borico en anhidrido acético y el tubo 7 fue el testigo.
Se evaluaron cambios de color y/o formacion de precipitado comparados con el tubo
testigo. El desarrollo inmediato de color amarillo a rojo indica la presencia de flavonas y
flavonoides; rojo a magenta flavonoles; rojo, magenta, violeta, azul flavanonas; amarillo

isoflavonas; sin coloracion chalconas y auronas (46-49).

iii) Antraguinonas

- Prueba de Borntréger: Se pulverizaron 3 g de material vegetal con 10 mL de etanol al
80%, se filtrd y se concentrd en bafio Maria a 60°C. Se disolvi6 el residuo con 30 mL de
agua destilada, se filtrd y se extrajo con 2mL de tolueno. A la fase de tolueno se afiadi6 1
mL de solucidn de test de amonio y se agit. Se observaron cambios de color en la fase

alcalina: si el color es rojo- rosado el resultado es positivo (46-49).
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iv) Alcaloides: Se pes6 1g de material vegetal seco y molido, se agregé 1 mL de hidroxido
de amonio al 10% (p/v), luego se afiadieron 25 mL de metanol a 60°C, se filtrd con papel
filtro Whatman 1 y se acidifico el filtrado con HCI 2N. La solucion restante se dividié en 4
tubos y se evaluo de la siguiente manera: en el tubo 1 se agregaron 5 gotas de reactivo de
Mayer's (color blanco a crema). Al tubo 2 se afiadieron 5 gotas del Reactivo de Dragendorff
(color rojo a naranja). Al tubo 3 se adicionaron 5 gotas del reactivo de Wagner (color
marron) y el tubo 4 fue el testigo. Se empleé como estandar solucion de atropina y
papaverina. Se observo durante 2 hrs la existencia de precipitados o turbidez en los tubos
(46-49).

f) Extraccion continua por percolacion: Los extractos de H. courbaril, S. occidentalis, P.
lunatus, fueron proporcionados por el departamento de Citohistologia y se encontraban
almacenados en frascos color ambar y en refrigeracion. El extracto de D. robinioides, se
obtuvo por la metodologia de extraccion continua por percolacion.

- Procedimiento: En un percolador previamente limpio y seco, se colocd algodon en el
interior y papel filtro cortado segun el diametro; se pes6 el material vegetal y se agreg6 al
percolador, seguidamente se humedeci6 el material vegetal hasta cubrirlo con el disolvente
etanol utilizando para ello un vaso de precipitar. Se dejo reposar durante 18-24 hrs, se abrio
la llave en la parte inferior y se dejé gotear el liquido a una velocidad adecuada. Se recogi6
el liquido en erlenmeyer y se agregé mas disolvente hasta que este dejara de tener
coloracion verde. El material solido que quedaba se presioné fuertemente, la solucion

obtenida se utilizé para producir extractos (46-49).

g) Perfil cromatografico: Este procedimiento fue realizado por la técnica de cromatografia
en capa fina, la cual se basa en la preparacion de una capa uniforme de un adsorbente
mantenido sobre una placa de vidrio u otro soporte; esta constituida por una fase movil
liquida y la fase estacionaria solida. Por esta metodologia se determinaron los metabolitos
secundarios de los extractos de plantas siendo éstos alcaloides, saponinas, flavonoides,

aceites y antraquinonas.



40

i) Cromatografia en capa fina para antraquinonas: En un tubo de ensayo se pesaron 0.1 g de
extracto vegetal y se afiadieron 5 mL de etanol. Se filtr6 y aplicaron 10 pL en la
cromatoplaca de silica gel 60F,s4. Estandar: antraquinona y antrona (10 pL). Fase mdvil:
acetato de etilo-metanol-agua (33.33/5.66/4.33). Deteccion: sin tratamiento quimico; UV
254 nm fluorescencia, UV 365 nm fluorescencia amarilla o rojo-café. Solucion etandlica de
hidréxido de potasio al 5 6 10%. Antraquinonas: zonas rojas en visible y fluorescencia roja
en UV 365 nm. Antronas y antrolonas: zonas amarillas en visible y fluorescencia amarilla
en UV 365 nm (46-49).

i) Cromatografia en capa fina para saponinas: En un tubo de ensayo se pesaron 0.1 g de
extracto vegetal y se afiadieron 5 mL de etanol. Se procedié a filtrar y a aplicar 25-40 uL
en una cromatoplaca de silica gel 60F,s4 Se empled un estandar de saponinas, diosgenina,
B-sitosterol y estigmaesterol (10 pL). Fase mdvil: cloroformo-metanol-agua (64/50/10).
Deteccion: reactivo de anisaldehido-acido sulfurico: zonas azules, violetas, amarillentas
(46-49).

iii) Cromatografia en capa fina para alcaloides: En un tubo de ensayo se pesaron 0.1 g de
extracto vegetal y se afiadieron 5 mL de metanol. Se procedio a filtrar y se aplicaron 10 pL
en una placa de silica gel 60F,s4, utilizando como estandar una solucion de atropina y
papaverina (10 pL). Fase mdvil: acetato de etilo-metanol-agua (100/13.5/10). Deteccion:
sin tratamiento quimico UV 254 nm fluorescencia, UV 365 nm algunos fluorescen azul o
amarillo. Reactivo de Dragendorff: zonas cafés o naranjas en visible, los colores no son
estables (46-49).

iv) Cromatografia en capa fina para aceites volatiles: En un tubo de ensayo se pesaron 0.1 g
de extracto vegetal y se afiadieron 5 mL de etanol. Se procedio a filtrar y se aplicaron 20-
50 pL en cromatoplaca de silica gel 60F,s4. Estandar: cariofileno, 1,8-cineol, eugenol,
mirceno, nerol (10 pL). Fase movil: tolueno-acetato de etilo (93:7). Deteccion:
anisaldehido-acido sulfirico. Se observaron zonas azules verdes, rojas y cafés en visible
(46-49).
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v) Cromatografia en capa fina para flavonoides: En un tubo de ensayo se pesaron 0.1 g de
extracto vegetal y se afiadieron 5 mL de metanol. Se procedid a filtrar y se aplicaron 10 pL
en una placa de silica gel 60F;s4, utilizando como estandar apigenina, rutina, &cido
clorogénico e hiperosido (10 pL). Fase movil: acetato de etilo-acido formico-acido acético
glacial-agua (100/11/11/27). Deteccion: sin tratamiento quimico UV 254 nm fluorescencia,
zonas azules o amarillas, UV 365 nm dependiendo de la estructura fluorescen amarillo, azul
0 verde (46-49).

h) Elaboracion de cartillas microgréficas: Se elaboraron esquemas a mano alzada de cada
una de las especies estudiadas, estableciendo caracteristicas micrograficas de referencia

para el control de calidad microscopica del material vegetal.

i) Andlisis de resultados: Para los objetivos especificos 1, 2 y 3 se hizo estadistica
descriptiva de los hallazgos encontrados para cada planta. Respecto al indice de estomas, de
empalizada y rango de cenizas, objetivos 2 y 4 respectivamente, debido a que el resultado
es cuantitativo (%) se reporto el rango (valor minimo y maximo); de 10 y 4 repeticiones,

respectivamente, por planta.
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VIIl.  RESULTADOS

A continuacién se describen los principales hallazgos encontrados en la droga vegetal para
cada una de las especies en estudio; por motivos de investigacion se analizaron por

separado el foliolo, peciélulo, peciolo y Unicamente la semilla para P. lunatus.

A. D. robinioides

1. Caracteres macroscopicos de identificacion botanica: Arbol de 5-9 m de altura, las hojas
son alternas con forma oblonga, imparipinadas y caducifoliadas, &pice agudo o redondeado,
base aguda, haz verde mate, en la nervadura central la venacion es de tipo reticulada, la
base foliar y la union de la hoja son de tipo peciolada. El envés verde claro mate. Las
flores, pequefias, amariposadas, de 1.5 cm de largo por 1 cm de ancho, dispuestas en
pequefios racimos axilares. Los frutos se presentan en vainas indehiscentes, oblongas,
huecas e infladas de color café palido de 4-6 cm de largo por 1-2 cm de grueso. Las vainas
contienen entre 5-9 semillas color blanco crema (Figura 1). Se prepar6 e identifico el
ejemplar de herbario, y se ingresé en el Herbario Biologia de Guatemala (BIGU), Escuela
de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC; con el nimero 52931
(Anexo 1, 2).

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 1. Ejemplar de herbario de D. robinioides
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2. Caracteres micromorfoldgicos e histologicos para identificacion

a) Caracteres micromorfologicos: En el foliolo bifacial, pecidlulo y peciolo se observaron
los tejidos vasculares y los fundamentales de sostén. El tejido vascular de estos se
encuentran en posicion central (Figura 2, 3). El haz vascular, conformado por el xilema y
floema, present6 forma colateral cerrada para las 3 partes en estudio; ya que el floema se
localiza externamente al xilema y este se encuentra de forma lineal e interna. Por su
localizacion el xilema es de tipo endarco. En el foliolo se denota solo un haz vascular, en el
pecidlulo se observaron de 5-6 haces vasculares a diferencia del peciolo en el cual se
evidenciaron de 4-7; ambos alrededor del parénquima medular. Los haces vasculares del
peciolo forman un anillo continuo semejante a una estela del tipo sifonostela-eustela.
(Figura 4, 5).

En el tejido fundamental se observaron tejidos de parénquima, colénquima anular,
esclerénquima con paredes lignificadas y parénquima medular, este Gltimo solo en el
pecidlulo y peciolo (Figura 6, 7). El parénquima medular presenta células de diversos
tamafos pero de similar morfologia y en el esclerénquima del peciolo se pudieron
visualizar algunos cristales solitarios rectangulares de oxalato de calcio (Figura 8, 9). En el
pecidlulo y peciolo se observo la presencia de canales secretores encontrandose en los
tejidos del parénquima medular (Figura 10). Se lograron diferenciar por medio de un corte
transversal del foliolo los tejidos fundamentales de la lamina foliar, se identificd
parénquima en empalizada y esponjoso, el ultimo se encuentra hacia la epidermis abaxial
con una distribucion y aspecto irregular redondeado integrado por 8-10 capas acompafadas
por espacios intercelulares mas grandes que el parénquima en empalizada por su
diferenciacion; el parénquima en empalizada se presenta como células alargadas de
contornos lisos con pequefios espacios intercelulares formando 3 capas distribuidas a lo
largo de la ldamina foliar hacia la epidermis adaxial (Figura 11). Se observé clorénquima
lagunar en la epidermis adaxial (Figura 12). Se observan haces vasculares transcurrentes en

forma cilindrica rodeados de esclerénquima (Figura 11).

En el tejido epidérmico, la epidermis adaxial se observd mas gruesa con cuticula evidente,

mientras que la abaxial es irregular y cuticula no evidente; ambas son monoestratificadas
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(Figura 12). Respecto a los tricomas, en el foliolo los hay pluricelulares monoliformes y en

el peciolo pluricelulares de aspecto glanduloso incrustados sobre la epidermis (Figura 13,

14, 15). Tricomas unicelulares lineales ubicados sobre la epidermis del peciolo y el

peciolulo (Figura 16, 17).

ente: Procedimiento experimental

Figura 2. Foliolo, tejidos vasculares y fundamentales de
sostén. Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3),
Esclerénquima (4), Floema (5), Xilema (6). (Aumento
400x). Tincién: Safranina fast-green.
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Figura 4. Foliolo, tejidos vasculares de la nervadura
central. Xilema (1), Floema (2). (Aumento 400x).
Tincion: Sudan 1V.

Figura 3. Peciolo, tejidos vasculares y fundamentales de
sostén. Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3),
Esclerénquima (4), Floema (5), Xilema (6). (Aumento
400x). Tincién: Safranina fast-green.

Figura 5. Peciolo, tejidos vasculares. Xilema (1),
Floema (2). (Aumento 400x). Tincién: Floroglucina.
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.
*
-
Fuente: Procedimiento experimental
Figura 6. Foliolo, tejidos fundamentales. Colénquima, Figura 7. Peciolo, tejidos fundamentales. Parénquima
(1), Parénquima (2), Esclerénquima (3). (Aumento medular (1), Xilema (2), Floema (3), Esclerénquima (4).
400x). Tincion: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

Figura 8. Peciolo, corte transversal del parénquima Figura 9. Peciolo, cristales solitarios de oxalato de
medular. (Aumento 1000x). Tincion: Safranina 1%. calcio en esclerénquima. (Aumento 400x). Tincion:

Sudan V.

experimental

Figura 11. Foliolo, tejidos fundamentales de la ldmina
foliar. Epidermis abaxial (1), Parénquima en empalizada
(2), Clorénquima lagunar (3), Epidermis adaxial (4),
Parénquima esponjoso (5), Haz vasculares transcurrente
(6). (Aumento 400x). Tinci6n: Safranina fast-green.

Figura 10. Peciolo, canales secretores. (Aumento
400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.



Figura 12. Foliolo, tejidos fundamentales. Cuticula (1),
Epidermis adaxial (2), Parénquima en empalizada (3),
Clorénquima lagunar (4), Parénquima esponjoso (5),
Epidermis abaxial (6). (Aumento 400x). Tincién: Azul de
cresilo 1%.

Figura 14. Foliolo, tricomas pluricelulares monoliformes
en la epidermis. (Aumento 100x). Tincion: Safranina al
1%.

* Fuente: Procedimiento experimental

Figura 16. Peciolo, tricoma unicelular lineal en
epidermis. (Aumento 400x). Tincion: Sulfato férrico.
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nte: Procedimiento experimental

Figura 13. Foliolo, tricoma pluricelular monoliforme
sobre epidermis. (Aumento 400x). Tincion: Sulfato
férrico.

glanduloso en epidermis. (Aumento 400x). Tincidn:
Floroglucina.

Figura 17. Peci6lulo, tricoma unicelular lineal en
epidermis. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
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b) Diafanizado del foliolo: El foliolo presenta bases de tricomas de 6-8 células en
disposicion radial, ubicadas en la epidermis adaxial (Figura 18). Tricomas pluricelulares
monoliformes formados por 2-4 células (Figura 19) y tricelulares formados por 3 filas
verticales de celulas sobrepuestas (Figura 20). Se visualizaron abundantes cristales
solitarios rectangulares y estiloides alargados de oxalato de calcio en las células
epidérmicas (Figura 21, 22, 23). Se evidenciaron traqueidas con engrosamientos en sus
paredes laterales del tipo helicada por su forma en hélice o espiral (Figura 24). La
nervacion del foliolo es abierta y reticulada (Figura 22, 25), el término de venacién es de
tipo anastomosada; presenta margen entero (Figura 26). Se observo la vascularizacion foliar
(Figura 26). Asi mismo, se visualizo la venacion en la nervadura central (Figura 27). En la
epidermis abaxial se evidenciaron células de bordes irregulares y aparatos estomaticos
conformados por estomas anomociticos y anisociticos, con presencia de cloroplastos en sus
celulas oclusivas y con 2-5 células subsidiarias; arreglados en linea paralela, horizontal y
diagonal al eje transversal del foliolo (Figura 28, 29). Se observaron estomas anomociticos

hundidos en la epidermis abaxial (Figura 30).

Toce B PRI AT R
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Figura 18. Foliolo, bases de tricoma de 6-8 células en Figura 19. Foliolo, tricoma pluricelular moniliforme.
epidermis adaxial. (Aumento 400x). (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
Tincion: Safranina 1%.
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Figura 20. Foliolo, tricoma tricelular. (Aumento Figura 21. Foliolo, cristales solitarios de oxalato de
1000x). Tincion: Safranina 1%. calcio en las células epidérmicas. (Aumento 1000x).
Tincion: Safranina 1%.

Fuente: Procedimiento

Figura 22. Foliolo, nervacion abierta y reticulada en Figura 23. Foliolo, vascularizacién foliar en epidermis
epidermis abaxial con presencia de abundantes cristales adaxial; con presencia de abundantes cristales
estiloides de oxalato de calcio. (Aumento 400x). estiloides de oxalato de calcio. (Aumento 400x).
Tincion: Safranina 1%. Tincién: Safranina 1%.
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Figura 24. Foliolo, traqueidas con engrosamientos Figura 25. Foliolo, nervacién abierta y reticulada en
helicados. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. epidermis abaxial. (Aumento 400x). Tincion: Safranina

1%.



Figura 26. Foliolo, término de venacion tipo Figura 27. Foliolo, venacion de la nervadura central.
anastomosada; margen entero; vascularizacion foliar. (400x). Tincion: Safranina 1%.
(400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 28. Foliolo, epidermis abaxial con estomas Figura 29. Foliolo, epidermis abaxial con estomas
anomociticos y células oclusivas con cloroplastos. anisociticos y células oclusivas con cloroplastos.
(Aumento 1000x). Tincién: Safranina 1%. (Aumento 1000x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 30. Foliolo, estoma anomocitico hundido en la
epidermis abaxial. (Aumento 1000x). Tincion:
Safranina 1%.
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c) Disociado del foliolo, pecidlulo y peciolo: En el foliolo se observaron grupos de células
de la epidermis de forma poligonal y rectangular conteniendo bases de tricomas de 6-8
células, encontrandose en disposicion radial respecto a la base (Figura 31). Las células de la
epidermis se visualizaron en formas poligonales, fuerte y perfectamente unidas entre si;
formando una capa de células en el mismo sentido de la ldmina foliar (Figura 32). La
epidermis del peciolo se observo con células de formas variadas, no homogeéneas, pero muy
unidas entre si; asi mismo, se logré evidenciar en la epidermis estomas anomociticos y
diaciticos (Figura 33). Mientras que en el peciolulo se presentaron células de la epidermis,

rectangulares con bordes irregulares y se evidenciaron granulos de reserva (Figura 34).

Ademas se observaron grandes cantidades de células esclerenquimaticas, presentando
paredes muy engrosadas con formas variadas; en el foliolo, peciélulo y peciolo se
encontraron braquiesclereidas mostrandose como células cortas en forma isodiamétrica
(Figura 35, 36, 37, 38); macroesclereidas en el foliolo y peciolo como células alargadas de
forma mas o menos prismatica y en el peciolo suelen observase agrupadas (Figura 36, 39) y
las macroesclereidas del peciolulo son alargadas en forma de baston (Figura 40). Para el
foliolo, pecidlulo y peciolo se observaron fibras del esclerénquima en forma isodiamétrica
alargadas y generalmente puntiagudas (Figura 41, 42, 43).

Se visualizaron otros tipos de fibras, septadas para el peciolo y foliolo, esta ultima contiene
cristales estiloides de oxalato de calcio alargados rectangulares posicionados en forma
lineal (Figura 44, 45, 46); fibras xilicas en el foliolo las cuales presentan varios septos
transversales que emergen de la pared (Figura 47). Asi mismo, se visualizaron
fibrotraqueidas con incrustaciones de cristales solitarios de oxalato de calcio, rectangulares
con bordes irregulares en el peciolo (Figura 48). El foliolo posee elementos vasculares
denominados traqueidas con paredes laterales que forman engrosamientos del tipo helicado
(Figura 49).

Se lograron visualizar, tanto para el foliolo como para el peciolo, células del parénquima
con paredes delgadas (Figura 50, 51). En el peciolo se observaron células del paréngquima
medular (Figura 52). Se encontraron elementos del xilema del tipo helicoidal laxa en el

foliolo, peciolo y pecidlulo; en forma de trdquea por ser estructuras alargadas con
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engrosamientos laterales (Figura 53, 54, 55). Ademas el foliolo y peciolo poseen cristales
de oxalato de calcio del tipo estiloide, prismaticos rematados en sus extremos por una cara

plana; ubicados en forma lineal (Figura 53, 56).

En el foliolo, peciolulo y peciolo se encontraron varios tipos de tricomas, en su mayoria
alargados multicelulares, compuestos de 2 o mas células, con cabeza redondeada (Figura
38, 45, 57, 58, 59) y en menor cantidad se observaron en el foliolo tricomas tectores

simples unicelulares (Figura 60).

En el peciolo se evidenciaron células conductoras del floema, los tubos cribosos, los cuales
se observaron como células alargadas con paredes perforadas encontrandose unidas por
medio de sus bases formando series de células en forma vertical (Figura 61, 62). En el haz
vascular se observaron cristales solitarios de oxalato de calcio en forma rectangular (Figura
62). Se presentaron series de vasos perforados unidos por los extremos (Figura 63). Se

hallaron granulos de almidon en el foliolo (Figura 64).

Figura 31. Foliolo. Células epidérmicas (1), Base de Figura 32. Foliolo, células de epidermis. (Aumento
tricoma de 6-8 células (2). (Aumento 1000x). 400x). Tincion: Safranina 1%.
Tincion: Safranina 1%.
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Figura 33. Peciolo, células epidérmicas con estomas. Figura 34. Peci6lulo. Células de la epidermis (1),
Anomociticos (1), Diaciticos (2). (Aumento 400x). Granulos de reserva (2). (Aumento 400x). Tincion:
Tincién: Safranina 1%. Safranina 1%.

Figura 35. Foliolo, braquiesclereidas. (Aumento 400x). Figura 36. Foliolo, células esclerenquiméticas.
Tincién: Safranina 1%. Braquiesclereidas (1), Macroesclereidas (2). (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 37. Peci6lulo, braquiesclereidas. (Aumento 100x). Figura 38. Pecitlulo. Braquiesclereidas (1),
Tincion: Safranina 1%. Fibroesclereidas (2), Tricoma glandular bicelular (3).

(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
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Figura 39. Peciolo. Grupo de esclereidas (1), Figura 40. Peci6lulo, macroesclereida en forma de
Macroesclereidas (2). (Aumento 400x). Tincion: Safranina baston. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
1%.

Figura 41. Foliolo, fibra de esclerénquima. (Aumento Figura 42. Peciélulo, fibra de esclerénquima. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 43. Peciolo, fibra de esclerenquima. (Aumento Figura 44. Peciolo, fibra septada. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincion: Safranina 1%
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Figura 45. Peciolo, fibra septada y tricoma bicelular. Figura 46. Foliolo, fibras septadas conteniendo
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. cristales estiloides de oxalato de calcio. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 47. Foliolo, fibra xilica septada. Figura 48. Peciolo, fibrotraqueida con cristales
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. solitarios incrustados de oxalato de calcio. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 49. Foliolo, traqueidas con engrosamiento Figura 50. Foliolo, células parenquimaticas.
helicado. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
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Figura 51. Peciolo, células parenquimaticas. (Aumento Figura 52. Peciolo, células del parénquima medular.
400x). Tincion: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 53. Foliolo. Xilema helicoidal laxa (1), Figura 54. Peciolo, xilema helicoidal laxa.
Cristales estiloides de oxalato de calcio (2). (Aumento (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 55. Pecidlulo, xilema helicoidal laxa. (Aumento Figura 56. Peciolo, cristales estiloides de oxalato de
400x). Tincion: Safranina 1%. calcio. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.



Fuente: Procedimiento experimental

Figura 57. Foliolo, tricoma tricelular. (Aumento Figura 58. Foliolo, tricoma pluricelular monoliforme.
400x). Tincion: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 59. Peci6lulo, tricoma bicelular. (Aumento Figura 60. Foliolo, tricoma tector simple unicelular.
400x). Tincién: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 61. Peciolo, tubos cribosos. (Aumento 400x). Figura 62. Peciolo. Tubos cribosos (1), Cristales
Tincion: Safranina 1%. solitarios de oxalato de calcio sobre el haz vascular
(2). (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
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Figura 63. Peciolo, vasos perforados. (Aumento 400x). Figura 64. Foliolo, granulos de almidén. (Aumento 400x).
Tincidn: Safranina 1%. Tincién: Safranina 1%.

3. Tamizaje histoquimico del foliolo, pecidlulo y peciolo

a) Alcaloides: Se encontraron positivos, para el foliolo en la epidermis adaxial, células del
parénquima en empalizada y esponjoso (Figura 65), en células del floema y xilema de la
nervadura central (Figura 66); el peciolulo presentd reaccion positiva en el floema (Figura
67, 68); mientras que el peciolo se mostrd positiva en el xilema evidenciado por un

precipitado rojo ladrillo (Figura 69).

b) Mucilagos: Se presento la coloracién azul Francia caracteristico de estos, en el foliolo se
evidencié en la epidermis adaxial (Figura 70), en la epidermis de la nervadura central,
células del floema, xilema 'y en los tricomas de esta (Figura 71); en el peci6lulo y peciolo se
encontro reaccion positiva en la epidermis, colénquima, células esclerenquimaticas, xilema

y parénquima medular (Figura 72, 73, 74, 75).

c) Grasas y aceites: Se evidenciaron levemente positivos en la epidermis adaxial y abaxial
de la lamina foliar (Figura 76) y en la epidermis de la nervadura central (Figura 77); en el
pecidlulo se visualizé presencia en la epidermis y el floema (Figura 78, 79); y en el peciolo
la reaccion fue levemente positiva en la epidermis y las células del parénquima (Figura 80).

d) Taninos: Para el foliolo la prueba resultd ser positiva en el parénquima en empalizada y
levemente positiva en el xilema (Figura 81); para el peciolulo resultd ser positiva para la
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epidermis y el xilema (Figura 82); y en el peciolo se mostrd levemente positiva en la
epidermis, en el xilema y parénquima medular (Figura 83, 84).

e) Saponinas: La prueba resultd positiva para las 3 partes de la planta en estudio, pero no
se logro evidenciar la morfologia especifica por medio de una figura debido a que se
destruy6 el material vegetal al reaccionar con el &cido sulfdrico concentrado (Figura 85,
86).

f) Lignina: El pecidlulo y peciolo por ser partes que le brindan sostén al foliolo, poseen
mayor cantidad de tejido con celulosa por lo que se les realiz6 dicha reaccion; resultando
para ambas partes positiva en el xilema, los haces del xilema y el parénquima medular
(Figura 87, 88, 89, 90); ademas en el peciolulo resultdé ser levemente positiva para las
células del esclerénquima (Figura 91) mientras que en el peciolo esta se observo positiva
(Figura 89, 90).

En el inciso E se muestra la comparacion de las pruebas histoquimicas y las
determinaciones cualitativas en tubo de ensayo - pruebas presuntivas / Ensayos de cianidina
y leucoantocianina- que apoyan la confirmacion de la presencia o ausencia de los

metabolitos secundarios y algunos constituyentes inertes.

Figura 65. Foliolo, alcaloides positivo en: Epidermis Figura 66. Foliolo, alcaloides positivos en: Células del
adaxial (1), Parénquima en empalizada (2), Parénquima floema (1), Xilema (2) de la nervadura central.
esponjoso (3). (Aumento 400x). Tincién: Dragendorff. (Aumento 400x). Tincién: Dragendorff.



Figura 67. Peci6lulo, alcaloides positivos en floema.
(Aumento 100x). Tincion: Dragendorff.

Figura 69. Peciolo, alcaloides positivos en xilema.
(Aumento 400x).Tincién: Dragendorff.

& \\ “ -! \
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Figura 71. Foliolo, mucilagos positivos en: Epidermis (1),
Floema (2), Xilema (3), Tricoma de la nervadura
central (4). (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

’
-~

Fuente: Pro
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Figura 68. Peci6lulo, alcaloides positivos en floema.
(Aumento 400x). Tincién: Dragendorff.

Figura 70. Foliolo, mucilagos positivos en epidermis
adaxial. (Aumento 400x). Tincién: Azul de cresilo 1%.

- -

Fuente: Procedimie

Figura 72. Peci6lulo, mucilagos positivo en: Epidermis
(1), Colénquima (2), Células esclerenquimaticas (3),
Xilema (4), Parénquima medular (5). (Aumento 100x).
Tincion: Azul de cresilo 1%.



Fuente: Procedimiento experl

Figura 73. Peci6lulo, mucilagos positivos en: Células Figura 74. Peciolo, mucilagos positivo en: Epidermis
esclerenquimaticas (1), Xilema (2), Parénquima medular (1), Colénquima (2), Células esclerenquimaticas (3),
(3). (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%. Xilema (4), Parénquima medular (5). (Aumento 100x).

Tincion: Azul de cresilo 1%.

Fuente: Procedimiento experimental

Figurfs\ 75‘_ Peciolo, mucilagos positivo.s en: Células del Figura 76. Foliolo, grasas y aceites positivo en: Epidermis
esclerénquima (1), Xilema (2), Parénquima medular (3). adaxial (1), Epidermis abaxial (2). (Aumento 400).
(Aumento 400x). Tincién: Azul de cresilo 1%. Tincién: Sudan IV

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 77. Foliolo, grasas y aceites positivos en epidermis

o i Figura 78. Peci6lulo, grasas y aceites positivos en
de nervadura central. (Aumento 400x). Tincién: Sudan 1V.

epidermis. Tincién: Sudan IV.
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Figura 79. Peci6lulo, grasas y aceites levemente Figura 80. Peciolo, grasas y aceites positivo levemente
positivos en: Epidermis (1), Floema (2). (Aumento en: Epidermis (1), Células de parénquima (2). (Aumento
100x). Tincién: Sudan V. 400x). Tincion: Sudan 1V.

Fuente: Proce!

Figura 81. Foliolo, taninos positivos en: Parénquima en Figura 82. Pecidlulo, taninos positivos en: Epidermis
empalizada (1), Levemente positiva en xilema (2). (1), Xilema (2). (Aumento 400x). Tincion: Sulfato
(Aumento 400x). Tincién: Sulfato férrico. férrico.

Figura 83. Peciolo, taninos levemente positivos en Figura 84. Peciolo, taninos levemente positivos en:
epidermis. (Aumento 400x). Tincion: Sulfato férrico. Xilema (1), Parénquima medular (2). (Aumento
400x). Tincion: Sulfato férrico.
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Figura 85. Foliolo, saponina positiva. (Aumento 400x).
Tincion: H,SO, concentrado.

Figura 86. Peci6lulo, saponina positiva. (Aumento
100x). Tincién: H,SO, concentrado,

—

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 87. Peci6lulo, lignina positivo en: Xilema (1),
Haces del xilema (2). Parénquima medular (3). (Aumento
400x). Tincion: Floroglucina.

Figura 89. Peciolo, lignina positiva en: Células
esclerenquimaticas (1), Xilema (2), Haces de xilema (3).
(Aumento 400x). Tincidn: Floroglucina.

Figura 88. Pecidlulo, lignina levemente positivo en:
Células esclerenquimaticas (1). Positiva en: Xilema
(2), Parénquima medular (3). (Aumento 100x).

Figura 90. Peciolo, lignina positiva en: Células de
esclerénquima (1), Xilema (2), Parénquima medular (3).
(Aumento 100x). Tincién: Floroglucina.



Figura 91. Peci6lulo, lignina levemente positiva en
células esclerenquimaticas. (Aumento 400x).
Tincién: Floroglucina.
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4. Cartilla micrografica

A continuacion se presentan las figuras de los elementos caracteristicos de la droga vegetal
de D. robinioides.

1. Cortes transversales
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8. Xilema 9. Cristales de oxalato de calcio 10. Tricomas

1. Cortes transversales de: 1a. Foliolo, 1b. Peciélulo, 1c. Peciolo. Se observan los tejidos fundamentales y vasculares
que lo conforman: Epidermis adaxial (Ead), epidermis abaxial (Eba), epidermis (E), cuticula (Cut), colénquima
(Col), parénquima (P), parénquima en empalizada (Pem), parénquima esponjoso (Pes), clorénquima lagunar
(CloLag), células esclerenquimaticas (Ce), floema (Flo), protofloema (Pfl), metafloema (Mfl), xilema (Xi),
metaxilema (Mxi), proxilema (Pxi).

2. Epidermis con estomas. 2a, hoja con estomas anisociticos, noétese los abundantes cloroplastos en las células

oclusivas. 2b, hoja con estomas anomociticos. 2c, corte transversal de pecidlulo con estomas anomociticos y

diaciticos.

Epidermis. 3a, adaxial del foliolo. 3b, epidermis y granulos de almidén en el pecidlulo.

Células parenquimaticas. 4a, del foliolo. 4b, del peciolo.

5. Células del esclerénquima. 5a, braquiesclereidas del foliolo, pecidlulo y peciolo. 5b, macroesclereidas del foliolo y
peciolo; estas se encuentran de forma alargada (al), en agrupaciones (ag) para el peciolo y en forma de bastén (ba)
para el pecidlulo. 5c, fibroesclereidas para el foliolo, peciélulo y peciolo. 5d, esclereidas en el peciolo y células de la
epidermis.

6. Otros tipos de fibras. 6a, septadas en el peciolo. 6b, septadas en el foliolo con cristales estiloides de oxalato de calcio.

6¢, xilicas septadas en el foliolo. 6d, fibrotraqueida con incrustaciones de cristales solitarios de oxalato de calcio en

el peciolo.

Traqueidas en el foliolo.

Xilema helicoidal laxa en foliolo, peciélulo y peciolo.

Cristales de oxalato de calcio. 9a, estiloides en el foliolo y peciolo. 9b, solitarios en el peciolo.

0. Tricomas. 10a, unicelular en peci6lulo. 10b, unicelular simple en peciolo. 10c, bicelular en el peci6lulo. 10d,
bicelular en el foliolo. 10e, glandular tricelular del peciolulo. 10f, glandular tricelular de foliolo. 10g, pluricelular
glandular de foliolo. 10h, pluricelular de peciolo. 10i, monoliforme de foliolo. 10j, tector simple unicelular del
foliolo.

11. Tubos cribosos del peciolo. 12. Vasos perforados en el peciolo. 13. Granulos de almidon en el foliolo.

pw
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B. H. courbaril

1. Caracteres macroscopicos de identificacion botanica: Arbol de aproximadamente 10-30
m de altura. Las hojas son de tipo alternas asimétricas compuestas por un par de foliolos
inequilateros de 5-10 cm de largo incluyendo el peciolo, una venacion poco prominente; las
flores grandes blanco verdosas de 3.5 cm de didmetro. Los frutos son vainas de 10 cm de
largo por 4 cm de ancho y contienen de 3-4 semillas. Los frutos son de tipo legumbre con
una céscara lefiosa muy dura, pero entre la cascara y las semillas tienen un polvo blanco
(Figura 92). Se preparé e identifico el ejemplar de herbario y se ingresé en el Herbario
Biologia de Guatemala (BIGU), Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, USAC; con el nimero 52932 (Anexo 1, 2).

uente: Procedimiento experimenta

Figura 92. Ejemplar de herbario de H. courbaril.
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2. Caracteres micromorfoldgicos e histologicos para identificacion

a) Caracteres micromorfologicos: En el foliolo bifacial, pecidlulo y peciolo se observaron
los tejidos vasculares y los fundamentales de sostén. El tejido vascular de estos se
encuentra dispuesto en posicion central (Figura 93, 94, 95). El haz vascular, conformado
por el xilema y floema, del foliolo es de forma bicolateral; debido a que el xilema se
encuentra empareado entre 2 casquetes de floema, el del pecidlulo es de forma
perifloematica ya que el floema se encuentra tanto del lado interior como exterior del
xilema, mientras que el del peciolo es de forma colateral abierta ya que el xilema se
encuentra en forma lineal e interna y el floema se localiza externamente separado del
xilema por un procambium; para las 3 partes en estudio por su localizacion el xilema es
endarco (Figura 96, 97, 98, 99). En el foliolo se denota solo un haz vascular, en el peciélulo
se observaron 4 haces vasculares ocupando una posicién central en forma de cilindro sin
presentarse parénquima medular; a diferencia del peciolo en el cual se evidenciaron 6
alrededor del parénquima medular (Figura 93, 94, 95). Los haces vasculares del peciolo

forman un anillo continuo semejante a una estela del tipo sifonostela-euestela (Figura 95).

En el tejido fundamental se observaron tejidos de colénquima lagunar, parénquima,
esclerénquima con paredes lignificadas y parénquima medular, este Gltimo Unicamente en
el peciolo (Figura 94, 95, 96). El parénquima medular presenta células de diversos tamafos
pero de similar morfologia (Figura 95). En el pecidlulo y peciolo se visualiz6 una capa
extensa de tejido de colénquima con canales resiniferos (Figura 94, 95, 100, 101). Por
medio de un corte transversal del foliolo se diferenciaron los tejidos fundamentales de la
lamina foliar, se identificd parénquima en empalizada y esponjoso; el Gltimo se encuentra
hacia la epidermis abaxial con una distribucion y aspecto irregular redondeado integrado
por 8-9 capas. El parénquima en empalizada se encuentra conformado por 2-3 capas de
celulas de contornos lisos con distribucion a lo largo del foliolo dirigidas hacia la epidermis
adaxial. Se observaron haces vasculares transcurrentes dispuestos en forma vertical
rodeados de parénquima. La epidermis adaxial se observd mas gruesa, mientras que la
abaxial se evidencio de grosor intermedio; ambas son monoestratificadas y con cuticulas

evidentes (Figura 102).



Fuente: Procedimié

Figura 93. Foliolo, tejidos fundamentales y de sostén. Epidermis Figura 94. Peci6lulo, tejidos fundamentales y de sostén.

(1), Colénquima (2), Esclerénquima (3), Floema (4), Xilema (5), Epidermis (1), Canales resiniferos (2), Colénquima (3),

Esclerénquima (4), Floema (5), Xilema (6), Parénquima
(7). (Aumento 400x). Tincion: Safranina fast-green.

Parénquima en empalizada (6) Células esclerenquimaticas (7),
Epidermis (8). (Aumento 400x). Tincion: Safranina fast-green.

Fuente: Procedimient

Figura 95. Peciolo, tejidos vasculares y fundamentales de sostén. Figura 96. Foliolo, tejidos fundamentales y vasculares.
Epidermis (1), Canales resiniferos (2), Colénquima (3), Colénquima (1), Células esclerenquimaticas (2), Floema
Parénquima (4), Células esclerenquimaticas (5), Floema (6), (3), Xilema (4). (Aumento 400x). Tincion: Safranina fast-

Xilema (7), Parénquima medular (8). (Aumento 400x). Tincién:

. reen.
Safranina fast-green. 9

Figura 97. Peci6lulo, tejidos vasculares. Floema (1), Figura 98. Peciolo, haz vascular. Floema (1),
Xilema (2). (Aumento 400x). Tincion: Safranina fast- Procambium (2), Xilema (3). (Aumento 400x). Tincion:
areen. Safranina 1%.
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Figura 99. Peciolo, tejidos vasculares. Floema (1), Figura 100. Pecidlulo, tejidos fundamentales. Canales
Xilema (2). (Aumento 400x). Tincién: Safranina fast- resiniferos (1), Colénquima (2), Esclerénquima (3),
green. Floema (4), Xilema (5). (Aumento 400x). Tincion:

Safranina 1%.

.'»\ : 1

¢ X N o
Fue 'te;ii‘ocediymientg@jggﬁ t
Figura 101. Pecidlulo, canales resiniferos. Figura 102. Foliolo, tejidos fundamentales de la lamina
(Aumento 400x). Tincién: Azul de cresilo 1%. foliar. Cuticula de epidermis adaxial (1), Parénquima en

empalizada (2), Haz vascular transcurrente (3),
Parénquima esponjoso (4), Cuticula de epidermis abaxial
(5). (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

b) Diafanizado del foliolo: Presenta un apice cordado (Figura 103). Se visualizaron
traqueidas de bordes irregulares y con engrosamientos en sus paredes laterales con
disposicion helicoidal (Figura 104). La nervacion es abierta y reticulada, el término de la
venacion es de tipo anastomosada; presenta margen entero (Figura 105, 106). Se observé la
vascularizacion foliar (Figura 107). Asi mismo, se observo la venacién en la nervadura
central (Figura 108). En la epidermis abaxial se evidenciaron células de bordes irregulares y
aparatos estomaticos conformados por estomas diaciticos, sin presencia de cloroplastos en
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sus células oclusivas y con 2 células subsidiarias; arreglados en linea paralela, horizontal y
diagonal al eje transversal del foliolo (Figura 109, 110). Por debajo de la epidermis adaxial
se visualizo el tejido parenquimatico denominado clorénquima conformado por células de

forma redonda separadas por pequefios espacios intercelulares (Figura 111).

imental

Figura 103. Foliolo, apice cordado. (Aumento 400x). Figura 104. Foliolo, traqueidas con disposicién
Tincion: Safranina 1%. helicoidal. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 105. Foliolo, nervacion abierta y reticulada. Figura 106. Foliolo, término de venacion tipo
(Aumento 400x). Tinci6n: Safranina 1%. anastomosada, margen entero. (Aumento 400Xx).
Tincion: Safranina 1%.
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Figura 107. Foliolo, vascularizacién foliar. (Aumento Figura 108. Foliolo, venacién de la nervadura central.
400x). Tincién: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 109. Foliolo, epidermis abaxial conformada Figura 110. Foliolo, epidermis abaxial con
por estomas diaciticos. (Aumento1000x). Tincion: estomas diaciticos. (Aumento 1000x). Tincion:
Safranina 1%. Safranina 1%.

Figura 111. Foliolo, epidermis adaxial obsérvese el
tejido del clorénquima. (Aumento 1000x). Tincion:
Safranina 1%.
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c) Disociado del foliolo, pecidlulo y peciolo: Las estructuras encontradas en el disociado
del pecidlulo y peciolo fueron las mismas por lo tanto se muestra una figura para ambos. En
el foliolo, pecidlulo y peciolo se observaron células irregulares y poligonales de la
epidermis superior muy unidas entre si (Figura 112, 113). En el foliolo se observaron
estomas diaciticos sobre la epidermis (Figura 114). En el pecidlulo y peciolo se
visualizaron células de la hipodermis o de corcho (Figura 115).

Asi mismo, se observaron células esclerenquimaticas con paredes engrosadas de formas
variadas; en el foliolo, pecidlulo y peciolo se presentaron macroesclereidas como células
alargadas de forma prismatica (Figura 116, 117, 118); en el pecidlulo y peciolo se
encontraron células cortas de forma isodiamétrica conocidas como braquiesclereidas
(Figura 119). Para el foliolo se evidenciaron fibras del esclerénquima con forma

isodiamétrica alargadas y puntiagudas (Figura 120).

Se visualizaron en el foliolo otros tipos de fibras con incrustaciones de cristales solitarios
rectangulares con bordes redondeados e irregulares de oxalato de calcio (Figura 121). Tanto
para el peciélulo y peciolo se observaron células del parénquima con paredes delgadas y de
forma irregular (Figura 118, 122). Se encontraron elementos de xilema del tipo helicoidal,
para el foliolo, pecidlulo y peciolo doble helicada; y ademas para los 2 ultimos helicoidal
laxa (Figura 123, 124, 125); y se observaron en el foliolo porciones de los tubos

xilematicos: las placas perforadas simples (Figura 126).

Se observaron abundantes cristales rectangulares con bordes irregulares de oxalato de
calcio del tipo arena (Figura 125, 127); ademas en la nervadura central del foliolo se
observaron del tipo solitario (Figura 128). El foliolo posee tricomas tectores simples

(Figura 129) y glandulares bicelulares (Figura 130).



Figura 112. Foliolo, células de la epidermis superior.
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.
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Fuente: Proce
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Figura 113. Peciolo, células de la epidermis superior.
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

et ¢

Figura 114. Foliolo, epidermis con estomas diaciticos,
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 116. Foliolo, macroesclereidas. (Aumento
400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 115. Peciolo, hipodermis o células de corcho.
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 117. Peciolo, macroesclereida. (Aumento
400x). Tincion: Safranina 1%.
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Figura 118. Peciolo. Macroesclereidas (1), Células Figura 119. Peciolo. Braquiesclereidas (1), Células del
parenquimaticas (2). (Aumento 400x). Tincidn: esclerénquima (2). (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Safranina 1%.

Figura 120. Foliolo, fibras del esclerénquima. Figura 121. Foliolo, fibra con incrustaciones de cristales
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. solitarios de oxalato de calcio. (Aumento 400x). Tincién:
Safranina 1%.

Figura 122. Peciolo, células del parénquima. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 123. Foliolo, xilema doble helicado. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.
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Figura 124. Peciolo, Xilema doble helicado (1), Figura 125. Peciolo, Xilema helicoidal laxo (1),
Xilema helicoidal laxo (2). (Aumento 400x). Tincion: Cristales arenosos de oxalato de calcio (2). (Aumento
Safranina 1%. 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 126. Foliolo, placa perforada simple. Figura 127. Foliolo, cristales arenosos de oxalato de
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. calcio. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 128. Foliolo, cristales solitarios de oxalato de Figura 129. Foliolo, tricoma tector simple.
calcio sobre la nervadura. (Aumento 400x). Tincion: (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
Safranina 1%.
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Figura 130. Foliolo, tricoma glandular bicelular.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

3. Tamizaje histoquimico del foliolo, peciodlulo y peciolo

a) Alcaloides: En el foliolo se evidencié una reaccion negativa (Figura 131, 132). En el
pecidlulo resultd positiva para el xilema a diferencia del peciolo la cual fue levemente

positiva en el esclerénquimay el xilema (Figura 133, 134).

b) Mucilagos: Se observd reaccion positiva en la epidermis de la nervadura central del
foliolo y en la epidermis del pecidlulo; ademas para ambas partes en estudio en el
colénquima, esclerénquima, floema y xilema. Asi mismo, en el foliolo se observo en la
epidermis adaxial, abaxial, parénquima y en los haces vasculares transcurrentes (Figura
135, 136, 137, 138, 139). En el peciolo se evidenci6 reaccidn positiva en la epidermis,
colénquima y xilema; levemente positiva en el esclerénquima (Figura 140, 141).

c) Grasas Y aceites: En el foliolo la reaccion fue positiva en la epidermis de la nervadura
central (Figura 142), en el corte transversal del mismo se observa positiva para la epidermis
adaxial, parénquima en empalizada y esponjoso (Figura 143). En el peciélulo y peciolo se

evidenci6 reaccion positiva Unicamente en la epidermis (Figura 144, 145, 146).

d) Taninos: Se encontraron positivos en el foliolo para el colénquima, parénquima, floema,

parénquima esponjoso y en empalizada (Figura 147, 148). Para el peciolulo levemente
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positiva en el floema (Figura 149), mientras que el colénquima y floema del peciolo

resultaron positivos (Figura 150).

e) Saponinas: Para el foliolo, peciolulo y peciolo la reaccion fue positiva en el floema
(Figura 151, 152, 153); en el foliolo levemente positivo en el parénquima en empalizada
(Figura 154).

f) Lignina: En el peciolo se evidencio la presencia de lignina en los haces del xilema
(Figura 155, 156).

En el inciso E se muestra la comparacion de las pruebas histoquimicas y las
determinaciones cualitativas en tubo de ensayo - pruebas presuntivas / Ensayos de cianidina
y leucoantocianina- que apoyan la confirmacion de la presencia o ausencia de los

metabolitos secundarios y algunos constituyentes inertes.

Fuente: Procedimie

Figura 131. Foliolo, alcaloides negativos en nervadura Figura 132. Foliolo, alcaloides negativos en la
central. (Aumento 400x). Tincién: Drangendorff. Iamina foliar. (Aumento 400x). Tincion:
Drangendorff.




78

Fuente: Procedimiento experimental

Fuente: Procedil

Figura 133. Peci6lulo, alcaloides positivos en
xilema. (Aumento 100x). Tincion: Drangendorff.

Figura 134. Peciolo, alcaloides positivos en: Células
esclerenquimaticas (1), Xilema (2). (Aumento 100Xx).
Tincion: Drangendorff.

Fuente: Procedimiento experimental

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 135. Foliolo, mucilagos positivos en la
nervadura central. (Aumento 100x). Tincién: Azul de
cresilo 1%.

Figura 136. Foliolo, mucilagos positivos en:
Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3),
Esclerénquima (4), Floema (5), Xilema (6). (Aumento
400x). Tincién: Azul de cresilo 1%.

Fuente: Procedimiel

Figura 137. Foliolo, mucilagos positivos en: Epidermis
adaxial (1), Epidermis abaxial (2), Haces vasculares
transcurrentes (3). (Aumento 400x). Tincion: Azul de
cresilo 1%.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 138. Peciolulo, mucilagos positivos en:
Epidermis (1), Colénquima (2), Esclerénquima (3),
Floema (4), Xilema (5). (Aumento 100x). Tincidn:

Azul de cresilo 1%.



Figura 139. Peciélulo, mucilagos positivos en: Epidermis
(1), Colénquima (2), Esclerénquima (3). (Aumento 400x).
Tincién: Azul de cresilo 1%.

Figura 141. Peciolo, mucilagos positivos en: Epidermis (1),
Colénquima (2). Levemente positivos en esclerénquima (3).
(Aumento 400x). Tincién: Azul de cresilo 1%.
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Fuente: Procedimiento 8

Figura 140. Peciolo, mucilagos positivos en:
Epidermis (1), Colénquima (2), Xilema (3). (Aumento
100x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

Figura 142. Foliolo, grasas y aceites positivo en
epidermis de la nervadura central. (Aumento 400x).
Tincién: Sudan IV.

Fuente:

Figura 143. Foliolo, grasas y aceites positivos en:
Epidermis adaxial (1), Parénquima empalizada (2),
Parénquima esponjoso (3). (Aumento 400x). Tincion:
Sudén V.

Fuente: Procedimie

Figura 144. Peci6lulo, grasas y aceites positivos en
epidermis. (Aumento 100x). Tincién: Sudan 1V.
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Fuente: Procedimiento experime

Figura 145. Peciolo, grasas y aceites positivos en Figura 146. Peciolo, grasas y aceites positivos en
epidermis. (Aumento 100x). Tincion: Sudan IV. epidermis. (Aumento 400x). Tincion: Sudan IV.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 147. Foliolo, taninos positivos en: Colénquima Figura 148. Foliolo, taninos positivos en:
(1), Parénquima (2), Floema (3). (Aumento 100x). Parénquima en empalizada (1), Parénquima esponjoso
Tincién: Sulfato férrico. (2). (Aumento 400x). Tinci6n: Sulfato férrico.

Figura 149. Peci6lulo, taninos levemente positivos en el Figura 150. Peciolo, taninos positivos en: Colénquima
floema. (Aumento 100x). Tincion: Sulfato férrico. (1), Floema (2). (Aumento 400x). Tincion: Sulfato
férrico.
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Fuente: Procedimiento experimental Fuente: Procedimiento experimental
Figura 151. Foliolo, saponina positiva en el floema. Figura 152. Pecidlulo, saponina positiva en floema.
(Aumento 400x). Tincién: H,SO,4 concentrado. (Aumento 400x). Tincién: H,SO,4 concentrado.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 153. Peciolo, saponina positiva en el floema. Figura 154. Foliolo, saponina levemente positiva en
(Aumento 400x). Tincién: H,SO,4 concentrado. parénquima en empalizada. (Aumento 400x). Tincion:
H,S0, concentrado.

Fuente: Procedi t perimental

Figura 155. Peciolo, lignina positiva en haces del Figura 156. Peciolo, lignina positiva en haces del
xilema. (Aumento 400x). Tincion: Floroglucina xilema. (Aumento 400x). Tincién: Floroglucina
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4. Cartilla microgréfica

A continuacion se presentan las figuras de las caracteristicas distintivas de la droga vegetal
de H. courbaril.

1. Cortes transversales
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6. Fibra con cristales

7. Traqueidas

8. Elementos del xilema
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Cortes transversales. 1a, Foliolo. 1b, Peciélulo. 2c, Peciolo. Se observan los tejidos fundamentales y vasculares que
lo conforman: Epidermis adaxial (Ead), epidermis abaxial (Eba), epidermis (E), cuticula (Cut), colénquima (Col),
canales resiniferos (Cre), parénquima (P), parénquima en empalizada (Pem), parénquima esponjoso (Pes), células

esclerenquiméticas (Ce), floema (Flo), protofloema (Pfl), metafloema (Mfl), xilema (Xi), metaxilema (Mxi),
proxilema (Pxi).

Epidermis del foliolo con estomas diaciticos.

Epidermis. 3a, epidermis superior del foliolo, pecidlulo y peciolo. 3b, hipodermis o células de corcho para peci6lulo
y peciolo.

Células parenquiméticas del pecidlulo y peciolo.

Células del esclerénquima. 5a, braquiesclereidas en el pecidlulo y peciolo. 5b, macroesclereidas en el foliolo,
pecidlulo y peciolo. 5c, fibroesclereidas para el foliolo.

Fibra del foliolo con incrustaciones de cristales solitarios de oxalato de calcio.

Traqueida helicada del foliolo.

Elementos del xilema. 8a, xilema del tipo helicoidal laxa para peciolulo y peciolo. 8b, xilema del tipo doble helicada
para el foliolo, pecidlulo y peciolo. 8c, placa perforada simple en el foliolo.

Cristales de oxalato de calcio. 9a, de tipo arenas. 9b, solitario sobre la nervadura central del foliolo.

. Tricomas del foliolo. 10a, tector simple. 10b, glandular bicelular.
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C. P.lunatus

1. Caracteres macroscopicos de identificacion botanica: Las hojas son de tipo trifoliadas,
foliolos ovados con apice deltoide, base redondeada glabros o esparcidamente pubescentes,
estipulas pequefias lanceoladas, inflorescencia axilar o lateral en pseudoracimos cortos o
alargados hasta 25 cm de largo; las flores con estandarte verde, alas y quillas blancas, lilas
0 purpuras, de 1.5 cm de largo, caliz campanulado de 2-3 mm de largo, estandarte ancho y
plano. Con 2-4 semillas reniformes, comprimidas, de color negro, gris café o moteado. Las
raices fibrosas y tuberosas, los tallos glabros de 0.5-4 m de largo (Figura 157). Se prepar0 e
identifico el ejemplar de herbario y se ingresd en el Herbario Biologia de Guatemala
(BIGU), Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, USAC; con el
namero 52929 (Anexo 1, 2).

® e @®

Procedimiento experimental

Figura 157. Ejemplar de herbario de P. lunatus.
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2. Caracteres micromorfoldgicos e histologicos para identificacion

a) Caracteres micromorfologicos: En el foliolo bifacial, peciélulo y peciolo se observaron
los tejidos vasculares y los fundamentales de sostén. El tejido vascular de estos se
encuentra dispuesto centralmente. El haz vascular, conformado por el xilema y floema, es
de tipo colateral cerrado para el foliolo; y perifloemético para el peciolulo y peciolo ya que
el floema se encuentra rodeando al xilema (Figura 158, 159, 160). Para las 3 partes en
estudio por su localizacion el xilema es endarco (Figura 159, 160, 161, 162). En el foliolo
se denotan 3 haces vasculares, en el pecidlulo se observaron de 4-7 haces vasculares
ocupando una posicion central en forma de cilindro sin presentarse parénquima medular; a
diferencia del peciolo en el que se evidenciaron de 5-7 alrededor del parénquima medular
(Figura 159, 160, 161). Los haces vasculares del peciolo forman un anillo continuo

semejante a una estela del tipo sifonostela-euestela (160).

En el tejido fundamental se observaron tejidos de colénquima anular, parénquima,
esclerénquima con paredes lignificadas y parénquima medular con células de diversos
tamafios pero de similar morfologia; este Gltimo Unicamente en el peciolo presentandose en
abundante cantidad (Figura 159, 160, 161, 163, 164). En el parénquima del pecidlulo se
observaron abundantes cristales estiloides alargados de oxalato de calcio (Figura 165). Por
medio de un corte transversal del foliolo se diferenciaron los tejidos fundamentales de la
lamina foliar, se identificd parénquima en empalizada y esponjoso; el Gltimo se encuentra
hacia la epidermis abaxial con una distribucion y aspecto irregular redondeado integrado
por 3-4 capas separadas por espacios intercelulares. El parénquima en empalizada se
encuentra conformado por 1-2 capas de células de contornos lisos con distribucion a lo
largo del foliolo dirigidas hacia la epidermis adaxial (Figura 166). En la nervadura central
se observO una protuberancia desplazada hacia la epidermis adaxial formada por

colénquima (Figura 161).

En el tejido epidérmico, la epidermis adaxial se observd mas gruesa con cuticula evidente,
mientras que la abaxial es irregular y cuticula no evidente; ambas son monoestratificadas
(Figura 166). Para la epidermis del foliolo y peciolo se observaron tricomas glandulares

brevifurcados y uncinados de revestimiento (Figura 167, 168, 169, 170), ademas tricomas
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glandulares secretores en el peciolo (Figura 171); en el peciolulo se evidenciaron tricomas
unicelular lineales y protectores (Figura 172, 173). Del corte transversal de semilla se
observo el embrion de la misma (Figura 174).

Fuente: Procedimiento experimental

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 158. Foliolo, tejido vascular dispuesto Figura 159. Peci6lulo, tejido vascular y fundamental de
centralmente. (Aumento 100x). Tincién: Safranina 1%. sostén. Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3),
Esclerénquima (4), Floema (5), Xilema (6). (Aumento
400x). Tincion: Safranina 1%.

Fuente: Procedi

Figura 160. Peciolo, tejidos vasculares y Figura 161. Foliolo, tejidos vasculares y fundamentales
fundamentales de sostén. Epidermis (1), Colénquima de sostén. Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima
(2), Floema (3), Xilema (4), Parénquima medular (5). (3), Esclerénquima (4), Floema (5), Xilema (6),
(Aumento 400x). Tincién: Safranina fast-green. Colénquima (7). (Aumento 400x). Tincion: Safranina

fast-green.



Figura 162. Foliolo, tejidos vasculares. Floema (1),
Xilema (2). (Aumento 400x). Tincion: Safranina fast-
green.

Figura 164. Peciolo, parénquima medular. (Aumento
400x). Tincion: Safranina 1%.
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Figura 163. Peciolo, tejidos fundamentales y vasculares.
Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3), Floema
(4), Xilema (5). (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 165. Pecidlulo, cristales estiloides de oxalato de
calcio en el parénquima. (Aumento 400x). Tincion: Azul
de cresilo 1%.

Fuente: Procedimiento exper:

Figura 166. Foliolo, tejidos fundamentales de la lamina
foliar. Cuticula de epidermis adaxial (1), Parénquima en
empalizada (2), Parénquima esponjoso (3), Epidermis
abaxial (4). (Aumento 400x). Tincion: Sulfato férrico.

\4’["’?/‘\
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Fuente: Procedimiento experimental - AN

Figura 167. Foliolo. Tricomas glandulares brevifurcados
(1), Uncinados de revestimiento (2). (Aumento 400x).
Tincién: Sulfato férrico.
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.
Fuente: Procedimiento experimente/ / "
e 2 : 1

Figura 168. Foliolo, tricoma glandular brevifurcado.
(Aumento 1000x). Tincion: Sulfato férrico.
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Figura 169. Peciolo, tricoma glandular brevifurcado.
(Aumento 400x). Tincién: Sulfato férrico.

e: Procedimiento experimental

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 170. Peciolo, tricoma uncinado de
revestimiento. (Aumento 400x). Tincion: Safranina
1%.

Figura 171. Peciolo, tricoma glandular secretor.
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

rocedimiento experll

Figura 172. Peci6lulo, tricomas unicelulares lineales.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina al 1%.

to experimental

Figura 173. Peci6lulo, tricoma protector. (Aumento
400x). Tincion: Safranina al 1%.
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Figura 174. Semilla, embrion. (Aumento 400x).
Tincion: Safranina 1%.

b) Diafanizado del foliolo: Presenta apice deltoide con abundantes tricomas unicelulares
lineales (Figura 175). Se visualizaron elementos traqueales con puntuacion en forma de
hélice a lo largo del foliolo (Figura 176, 177). La nervacién es abierta y reticulada, el
término de la venacidn es de tipo anastomosada; presenta margen entero (Figura 178). Se
observd la vascularizacion foliar (Figura 175). Asi mismo, se observé la venacion en la
nervadura central (Figura 179). En la epidermis abaxial se observaron células de bordes
irregulares y aparatos estomaticos conformados por estomas paraciticos, sin presencia de
cloroplastos en sus células oclusivas; estas Ultimas se encuentran acompafiadas a cada lado
por una o mas células subsidiarias cuyos ejes longitudinales son paralelos a los de las
células estomaticas y a la apertura del estoma. Por debajo de la epidermis adaxial se
visualizo el tejido parenquimético denominado cloréngquima conformado por células de
forma redonda de diversos tamafios (Figura 180, 181, 182). Se observaron bases de
tricomas unicelulares lineales conformadas por 6 células y glandulares brevifurcados por 10
células con disposicion radial respecto al tricoma (Figura 182, 183). Ademas, se
visualizaron tricomas unicelulares lineales y glandulares brevifurcados sobre la nervadura
central (Figura 184); inmersos en la misma se presentaron abundantes cristales solitarios

rectangulares y romboidales de oxalato de calcio (Figura 185).



90

Figura 175. Foliolo, 4pice deltoide con abundantes Figura 176. Foliolo, traquieda con puntuacion en forma
tricomas unicelulares lineales y vascularizacion foliar. de hélice. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 177. Foliolo, traqueidas con puntuacion en Figura 178. Foliolo, nervacion abierta y reticulada,
forma de hélice. (Aumento 400x). Tincién: Safranina término de venacion anastomosada, margen entero.
1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 179. Foliolo, venacion de la nervadura central. Figura 180. Foliolo, epidermis abaxial con estomas
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. paraciticos y sus células subsidiarias. (Aumento 1000x).
Tincion: Safranina 1%.
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Figura 181. Foliolo, epidermis adaxial obsérvese tejido Figura 182. Foliolo, base de seis células del tricoma
del clorénquima. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. unicelular lineal y estomas paraciticos. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 183. Foliolo, base de tricoma glandular Figura 184. Foliolo, tricomas unicelulares lineales y
brevifurcado. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. glandulares brevifurcados sobre la nervadura central.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 185. Foliolo, cristales solitarios de oxalato de
calcio en la nervadura central. (Aumento 400x).
Tincion: Safranina 1%.
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c) Disociado del foliolo, pecidlulo, peciolo y semilla: Las estructuras encontradas en el
disociado del pecidlulo y peciolo fueron las mismas, por lo tanto se muestra una figura para
ambos. En el foliolo, pecidlulo y peciolo se observaron células grandes, irregulares y
poligonales de la epidermis superior muy unidas entre si (Figura 186, 187); en el foliolo se

presentaron células de la hipodermis o de corcho (Figura 188).

Se visualizaron células esclerenquimaticas con paredes engrosadas de forma variada, en el
foliolo, pecidlulo y peciolo se encontraron braquiesclereidas como células cortas de forma
isodiamétrica y macroesclereidas alargadas y puntiagudas de forma prismatica (Figura 189,
190, 191, 192, 193). Para el foliolo se evidenciaron fibrotraqueidas (Figura 194), en el
peciblulo, peciolo y semilla se observaron fibroesclereidas de forma isodiamétrica
alargadas y puntiagudas (Figura 195, 196). Se hallaron en las semillas otros tipos de fibras

alargadas con extremos ahusados y paredes secundarias (Figura 197).

En el foliolo, pecidlulo, peciolo y semilla se presentaron células del tejido parenquimatico
las cuales son de forma irregular unidas entre si por medio de sus extremos formando
cadenas (Figura 198, 199, 200, 201). Se encontraron elementos del xilema del tipo
helicoidal, para el foliolo, peciélulo y peciolo helicada laxa; ademas para el foliolo doble
helicada mientras que en el pecidlulo y peciolo xilema anular (Figura 202, 203). Para el
foliolo se visualizaron los vasos del xilema perforados con puntuaciones escalariformes
(Figura 204), y una porcién de los tubos xilematicos: la placa perforada simple (Figura
205). Se observaron estructuras vasculares en el peciélulo y peciolo, los vasos del floema
(Figura 206). El foliolo presenté abundantes cristales de oxalato de calcio del tipo estiloides
y arenas. Se observaron en gran cantidad, en el pecidlulo y peciolo, cristales estiloides
alargados de oxalato de calcio. También se encontraron cristales solitarios rectangulares y
romboidales de oxalato de calcio en el foliolo, pecitlulo, peciolo y semilla (Figura 201,
207, 208, 209). En el foliolo se observaron granulos de almidon (Figura 199).

Los tricomas glandulares brevifurcados se observaron en el foliolo, pecidlulo y peciolo con
bases de 10 células en disposicion radial (Figura 210, 211, 212). Se visualizaron tricomas
unicelulares lineales, en el peciolulo y peciolo con bases de 7 células en disposicion radial

(Figura 212, 213); ademas en el foliolo se observaron los mismos con cristales arenosos de
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oxalato de calcio incrustados en el interior y con granulos de reserva en el extremo de su
base (Figura 214, 215). Sobre el cilindro vascular del peci6lulo y peciolo se encontraron
abundantes bases de tricomas (Figura 216). En la semilla se hallaron tricomas uncinados de
revestimiento (Figura 217).

Se observaron plastidos redondeados por una doble membrana, en el foliolo con pigmentos
carotenoides posiblemente de carotina denominados cromoplastos del tipo globuloso
(Figura 218); en la semilla se evidenciaron sin pigmentos denominados leucoplastos del
tipo amiloplasto en forma ovalada (Figura 219).

Figura 186. Foliolo, células de la epidermis superior. Figura 187. Peciolo, células de la epidermis superior.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 188. Foliolo, células de la hipodermis o de Figura 189. Foliolo, braquiesclereidas. (Aumento
corcho. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincién: Safranina 1%.
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Figura 190. Peciolo, braquiesclereidas. (Aumento Figura 191. Foliolo, macroesclereida. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 192. Peciolo, macroesclereidas. (Aumento Figura 193. Peciolo, macroesclereida. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 194. Foliolo, fibrotraqueidas. (Aumento 400x). Figura 195. Peciolo, fibroesclereida. (Aumento
Tincion: Safranina 1%. 400x). Tincidn: Safranina 1%.
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Figura 196. Semilla, fibroesclereida. (Aumento 400x). Figura 197. Semilla, fibra alargada con extremos
Tincién: Safranina 1%. ahusados y paredes secundarias. (Aumento 400Xx).
Tincion: Safranina 1%.

Figura 198. Foliolo, células de tejido parenquimatico. Figura 199. Foliolo. Células del tejido
(Aumento 400x). Tinci6n: Safranina 1%. parenquimatico (1), Granulos de almidén (2).
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 200. Peciolo, células del tejido parenquimatico. Figura 201. Semilla. Células del tejido parenquimatico
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. (1), Cristal solitarios de oxalato de calcio (2). (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%.
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Figura 202. Foliolo. Xilema helicoidal laxa (1), Figura 203. Peciolo. Xilema helicoidal laxa (1), Xilema
Xilema helicoidal doble helicada (2). (Aumento 400x). anular (2). (Aumento 400x). Tincidon: Safranina 1%.
Tincién: Safranina 1%.

4

Figura 204. Foliolo, elementos de los vasos del xilema Figura 205. Foliolo, placa perforada simple. (Aumento
perforados con puntuaciones escalariformes. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 206. Peciolo, vasos del floema. (Aumento Figura 207. Foliolo, cristales estiloides, solitarios y
400x). Tincién: Safranina 1%. arenas de oxalato de calcio. (Aumento 400x). Tincion:
Safranina 1%.
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Figura 208. Peciolo, cristales estiloides de oxalato Figura 209. Peciolo, cristales solitarios rectangulares
de calcio. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. y romboidales de oxalato de calcio. (Aumento 400x).
Tincion: Safranina 1%.

Figura 210. Foliolo, tricomas glandulares Figura 211. Foliolo, base de tricoma glandular
brevifurcados. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. brevifurcado. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 212. Peciolo. Tricoma unicelular lineal (1), Figura 213. Peciolo, tricoma unicelular lineal con una
Tricoma glandular brevifurcado (2). (Aumento base de 7 células. (Aumento 400x). Tincion: Safranina
400x). Tincién: Safranina 1%. 1%.



98

Figura 214. Foliolo, tricoma unicelular lineal con Figura 215. Foliolo, tricoma unicelular lineal con
cristales arenosos de oxalato de calcio en su interior. granulos de reserva en el extremo de su base. (Aumento
(Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 216. Peciolo, abundantes bases de tricomas Figura 217. Semilla, tricoma uncinado de
sobre cilindro vascular. (Aumento 400x). Tincion: revestimiento. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
Safranina 1%.

Figura 218. Foliolo, cromoplasto del tipo globuloso. Figura 219. Semilla, amiloplastos ovalados.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
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3. Tamizaje histoquimico del foliolo, pecidlulo y peciolo

a) Alcaloides: La reaccion fue positiva en la epidermis, colénquima, parénquima en
empalizada y esponjoso del corte transversal del foliolo. En el pecidlulo resulté positiva
para el xilema, mientras que en el peciolo es positiva para el esclerénquima y levemente

positiva en la epidermis y en el colénquima (Figura 220, 221, 222, 223, 224).

b) Mucilagos: Se evidencié reaccion positiva en los tricomas unicelulares lineales de
revestimiento ubicados en el término de la 1dmina foliar y sobre la epidermis del peciolulo;
en los tricomas de aspecto glanduloso de la nervadura central del foliolo y en los tricomas
glandulares bicelulares de revestimiento del peciolo (Figura 225, 226, 227, 228). Fue
positiva en la epidermis de la nervadura central, en la adaxial, abaxial de la lamina foliar; y
en la epidermis del peciodlulo y peciolo (Figura 226, 227, 229, 230). Asi, mismo para las 3
partes en estudio fue positiva en el xilema. En el foliolo y peciolo resultd positiva en el
floema. En el colénquima fue levemente positiva para el foliolo y positiva en el peciolulo y
peciolo. Unicamente las células esclerenquimaticas del peciolo mostraron reaccion positiva
(Figura 226, 227, 230, 231, 232, 233).

c) Grasas y aceites: Se encontraron en el foliolo levemente positivas en la epidermis de la
nervadura central, en la adaxial, abaxial de la ldmina foliar y en los tricomas unicelulares
lineales de revestimiento (Figura 234, 235). En el peciélulo positivas en la epidermis y el
colénquima (Figura 236); a diferencia del peciolo que fueron levemente positivas en la

epidermis y el xilema (Figura 237).

d) Taninos: Se observo reaccion positiva en la epidermis y xilema de la nervadura central,
en el parénquima en empalizada y esponjoso de la ldmina foliar (Figura 238, 239). Para el
peciolulo y peciolo se evidencio positiva en la epidermis, floema y xilema (Figura 240,
241, 242).

e) Saponinas: Resultd positiva para las 3 partes en estudio, pero no se logré evidenciar la
morfologia especifica por medio de una figura debido a que se destruyo el material vegetal

al reaccionar con el acido sulfurico concentrado (Figura 243, 244).
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f) Lignina: Para el pecidlulo y peciolo la reaccion fue positiva en el xilema y sus haces
(Figura 245, 246).

g) Aleuronas: Se realizdé unicamente en la semilla, observandose estas como estructuras

cristalinas y amorfas de coloracion amarillo-naranja (Figura 247).

En el inciso E se muestra la comparacion de las pruebas histoquimicas y las
determinaciones cualitativas en tubo de ensayo - pruebas presuntivas / Ensayos de cianidina
y leucoantocianina- que apoyan la confirmacion de la presencia o ausencia de los

metabolitos secundarios y algunos constituyentes inertes.

Figura 220. Foliolo, alcaloides positivos en: Epidermis Figura 221. Foliolo, alcaloides positivos en:
(1), Coléngquima (2). (Aumento 400x). Tincion: Parénquima empalizada (1), Parénquima esponjoso (2).
Drangendorff. (Aumento 400x). Tincion: Drangendorff.

Figura 222. Pecidlulo, alcaloides positivos en el Figura 223. Peciolo, alcaloides positivos en células
xilema. (Aumento 400x). Tincién: Drangendorff. de esclerénquima. (Aumento 400x). Tincion:
Drangendorff.



Fuente: Procedimiento experimental
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Fuente: Procedimiento experimental
-

Figura 224. Peciolo, alcaloides levemente positivos en:

Epidermis (1), Colénquima (2). (Aumento 400x).
Tincién: Drangendorff.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 225. Foliolo, mucilagos positivos en tricomas
unicelulares lineales de revestimiento. (Aumento 400x).
Tincion: Azul de cresilo 1%.

Figura 226. Peci6lulo, mucilagos positivo en: Tricomas
unicelulares lineales (1), Epidermis (2), Colénquima (3).
(Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

Figura 228. Peciolo, mucilagos positivos en tricomas
glandulares bicelulares. (Aumento 400x). Tincion:
Azul de cresilo 1%.

Figura 227. Foliolo, mucilagos positivos en: Tricomas
de aspecto glanduloso (1), Epidermis (2). Levemente
positivos en el Colénquima (3). (Aumento 400Xx).
Tincién: Azul de cresilo 1%.

Figura 229. Foliolo, mucilagos positivo en: Epidermis
adaxial (1), Epidermis abaxial (2). (Aumento 400x).
Tincién: Azul de cresilo 1%.
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Figura 230. Peciolo, mucilagos positivos en: Epidermis
(1), Colénquima (2), Esclerénquima (3), Floema (4),
Xilema (5). (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo
1%.

Fuente: Procedimient0*ex

Figura 232. Peci6lulo, mucilagos positivos en el
xilema. (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

Figura 231. Foliolo, mucilagos positivo en: Floema (1),
Xilema (2). (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo
1%.

Figura 233. Peciolo, mucilagos positivos en: Floema
(1), Xilema (2). (Aumento 400x). Tincién: Azul de
cresilo 1%.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 234. Foliolo, grasas y aceites levemente positivos
en epidermis de nervadura central. (Aumento 400x).
Tincién: Sudan 1V.

Figura 235. Foliolo, grasas y aceites levemente
positivos en: Epidermis adaxial (1), Tricomas
unicelulares lineales (2), Epidermis abaxial (3).
(Aumento 400x). Tincién: Sudan 1V.



Figura 236. Pecidlulo, grasas y aceites positivos en:
Epidermis (1), Colénquima (2). (Aumento 400x).
Tincion: Sudan IV.

Fuente: Procedimiento experimental
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Figura 237. Peciolo, grasas y aceites levemente
positivos en: Epidermis (1), Xilema (2). (Aumento
400x). Tincién: Sudan V.

Fuente: Procedimiento expe

Figura 238. Foliolo, taninos positivos en: Epidermis
(1), Xilema (2). (Aumento 400x). Tincién: Sulfato
férrico.

Figura 239. Foliolo, taninos positivos en: Parénquima
en empalizada (1), Parénquima esponjoso (2).
(Aumento 400x). Tincién: Sulfato férrico.

*uente: Procedimiento experimental

Figura 240. Pecidlulo, taninos positivos en: Epidermis
(1), Floema (2), Xilema (3). (Aumento 400x). Tincion:

Sulfato férrico.

Figura 241. Peci6lulo, taninos positivos en: Floema
(1), Xilema (2). (Aumento 400x). Tincion: Sulfato
férrico.



Figura 242. Peciolo, taninos positivos en: Epidermis (1),

Floema (2), Xilema (3). (Aumento 400x). Tincion:
Sulfato férrico.
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Figura 243. Foliolo, saponinas positivas. (Aumento
400x). Tincién: H,SO, concentrado.

’ g k¥
Fuente: Proced tu%xperimental A

Figura 244. Peci6lulo, saponinas positivas. (Aumento
400x). Tincién: H,SO,4 concentrado.

Figura 246. Peciolo, lignina positiva en el xilema.
(Aumento 400x). Tincion: Floroglucina.

Figura 245. Pecidlulo, lignina positiva en el xilema.
(Aumento 400x). Tincién: Floroglucina.

Figura 247. Semilla, aleuronas de coloracion
amarillo-naranja. (Aumento 400x). Tincion:
Naranja G.
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4. Cartilla microgréfica

A continuacion se presentan las figuras de las caracteristicas distintivas de la droga vegetal
de P. lunatus.

1. Cortes transversales

2. Epidermis con estomas 3. Epidermis
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8. Elementos del xilema 9. Vasos del floema

10. Cristales

D)

lle
12. Granulos de almidon 13. Plastidos

arwn

N o

10.

11

12.
13.

Cortes transversales. 1a, Foliolo. 1b, Peci6lulo. 1c, Peciolo. 1d, Semilla. Se observaron los tejidos fundamentales y vasculares:
Epidermis adaxial (Ead), epidermis abaxial (Eba), epidermis (E), cuticula (Cut), colénquima (Col), parénquima (P), parénquima
en empalizada (Pem), parénquima esponjoso (Pes), células esclerenquimaticas (Ce), floema (Flo), protofloema (Pfl), metafloema
(Mfl), xilema (Xi), metaxilema (Mxi), proxilema (Pxi).

Epidermis con estomas paraciticos del foliolo.

Epidermis. 3a, epidermis superior del foliolo, peciélulo y peciolo. 3b, hipodermis o células de corcho para el foliolo.

Células parenquimaticas. 4a, del foliolo, pecidlulo y peciolo. 4b, de la semilla.

Células del esclerénquima. 5a, braquiesclereidas del foliolo. 5b, braquiesclereidas del peciolo y peciélulo. 5¢c, macroesclereidas
del foliolo, peciélulo y peciolo. 5d, fibrotraqueida del foliolo. 5e, fibroesclereidas del peciélulo, peciolo y semilla.

Fibra alargada con extremos ahusados de la semilla.

Traqueida helicada del foliolo.

Elementos de xilema. 8a, tipo helicoidal laxa y doble helicada del foliolo. 8b, tipo helicoidal laxa y anular del peciélulo y peciolo.
8c, vasos del xilema perforados con puntuaciones escalariformes del foliolo. 8d, placa perforada simple del foliolo.

Vasos del floema del pecidlulo y peciolo.

Cristales de oxalato de calcio. 10a, estiloides en el foliolo, peciolulo y peciolo. 10b, solitarios en el foliolo, peciélulo, peciolo y
semilla. 10c, arenas en el foliolo.

Tricomas. 11a, glandular brevifurcado en el foliolo, peciélulo y peciolo. 11b, unicelular lineal con base de 7 células en
disposicion radial para el pecidlulo y peciolo. 11c, unicelular lineal con cristales incrustados en su interior y con granulos de
reserva en el extremo de su base. 11d, uncinado de revestimiento para la semilla acompafiado de amiloplastos ovalados. 11e,
uncinado de revestimiento en el foliolo, peci6lulo y peciolo.

Gréanulos de almiddn en el foliolo.

Plastidos. 13a, cromoplasto del tipo globuloso con pigmentos carotenoides en el foliolo. 13b, leucoplasto del tipo amiloplasto en
la semilla.
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D. S. occidentalis

1. Caracteres macroscopicos de identificacion botanica: Las hojas poseen un tamafio de
10-30 cm de largo en racimos axilares, sépalos de 6-9 mm:; las flores con pétalos amarillos
de 2 cm; y con frutos en vainas café oscuro, lineares, planos de 6-12 cm largo por 6-9 mm
de ancho. Las semillas son ovales café-olivo de 3-4 mm de largo. Los foliolos formados por
4-6 pares son ovalados-lanceolados de 3-7 cm, con apice agudo o acuminado (Figura 248).
Se prepar0 e identificd el ejemplar de herbario y se ingreso en el Herbario Biologia de
Guatemala (BIGU), Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia,
USAC con el nimero 52930 (Anexo 1, 2).

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 248. Ejemplar de herbario S. occidentalis.
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2. Caracteres micromorfoldgicos e histoldgicos para identificacion

a) Caracteres micromorfologicos: En el foliolo bifacial, pecidlulo y peciolo se observaron
los tejidos vasculares y los fundamentales de sostén. El tejido vascular de estos se
encuentra dispuesto centralmente. El haz vascular, conformado por el xilema y floema, del
foliolo y peciolo son de forma colateral cerrada mientras que el del pecidlulo es de forma
perifloematica (Figura 249, 250, 251). Por su localizacion el xilema es endarco para las 3
partes en estudio (Figura 252, 253, 254). En el foliolo se denota solo un haz vascular, en el
pecidlulo se observaron 2-3 haces vasculares ocupando una posicién central en forma de
cilindro sin presentarse parénquima medular; a diferencia del peciolo en el cual se
evidenciaron de 3-5 distribuidos en los extremos del mismo y con parénquima medular en
el centro (Figura 249, 250, 251). Los haces vasculares del peciolo forman un anillo

continuo semejante a una estela del tipo sifonostela-euestela (Figura 251).

En el tejido fundamental se observaron para el foliolo, peciélulo y peciolo tejidos de
colénquima anular, parénquima, esclerénquima con paredes lignificadas y parénquima
medular con células grandes de bordes delgados con diversos tamafios pero de similar
morfologia; este ultimo Unicamente en el peciolo presentandose en gran cantidad. En el
foliolo y pecidlulo se presentd abundante cantidad de colénguima anular. En el foliolo se
observaron pigmentos antocianicos fucsia en el colénquima anular de la nervadura central,
parénquima en empalizada, esponjoso y en la terminacion del foliolo (Figura 249, 250, 252,
255, 256, 257). Por medio de un corte transversal del foliolo se identificaron los tejidos
fundamentales de la lamina foliar, se identificd parénquima en empalizada y esponjoso; el
ultimo se encuentra hacia la epidermis abaxial con una distribucion y aspecto irregular
conformado por células rectangulares separadas por espacios intercelulares e integrado por
4 capas. El parénguima en empalizada se encuentra conformado por una capa de células de
contornos lisos con distribucion a lo largo del foliolo sobre la epidermis adaxial. Se
observaron haces vasculares transcurrentes dispuestos en forma vertical rodeados de

parénquima (Figura 258).

En el tejido epidérmico, la epidermis adaxial se observd mas gruesa con cuticula evidente,

mientras que la abaxial es irregular y cuticula no evidente; ambas son monoestratificadas
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(Figura 258). En la epidermis del foliolo se observaron tricomas glandulares multicelulares
y unicelulares (Figura 257, 259). En el pecidlulo se evidenciaron tricomas de aspecto
glanduloso (Figura 260) y para el peciolo uncinados de revestimiento (Figura 261). Se

observaron cristales solitarios rectangulares de oxalato de calcio sobre el parénquima de la

nervadura central del foliolo (Figura 262).

Fuente:

Figura 250. Pecidlulo, tejidos vasculares y
fundamentales de sostén. Epidermis (1), Colénquima
(2), Parénquima (3), Floema (4), Xilema (5). (Aumento
100x). Tinci6n: Safranina 1%.

Figura 249. Foliolo, tejidos vasculares y fundamentales de
sostén. Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3),
Células esclerenquimaticas (4), Floema (5), Xilema (6).

(Aumento 100x). Preparacion: en fresco.

Figura 251. Peciolo, tejidos vasculares y fundamentales Figura 252. Foliolo, tejidos vasculares y
de sostén. Epidermis (1), Floema (2), Xilema (3), fundamentales de sostén. Colénquima (1), Parénquima
Parénquima medular (4). (Aumento 100x). Tincién: (2), Pigmentos antocianicos fucsia (3), Floema (4),
Safranina fast-green. Xilema (5). (Aumento 400x).

Tincion: Safranina fast-green.



Figura 253. Peci6lulo, tejido vascular. Floema (1),
Xilema (2). (Aumento 400x).
Tincién: Safranina fast-green.

Figura 255. Peciolo, tejidos fundamentales. Epidermis
(1), Colénquima (2), Parénquima (3), Esclerénquima (4),
Floema (5), Xilema (6). (Aumento 400x). Tincion:
Safranina 1%.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 257. Foliolo, corte trasversal de la terminacion del
foliolo. Pigmentos antocianicos fucsia (1), Tricoma
glandular multicelular (2), Tricoma unicelular. (Aumento
100x). Preparacion: En fresco.
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Figura 254. Peciolo, tejido vascular. Floema (1), Xilema

(2). (Aumento 400x). Tincién: Azul de cresilo 1%.

Figura 256. Peciolo, tejido de parénquima medular.
(Aumento 1000x). Tincién: Safranina 1%.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 258. Foliolo, tejidos de la lamina foliar.
Cuticula (1) Epidermis adaxial (2), Parénquima en
empalizada (3), Parénquima esponjoso (4), Epidermis
abaxial (5), Haz vascular transcurrente (6). (Aumento
400x). Tincion: Safranina fast-green.
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Fuente: Procedimiento e

Figura 259. Foliolo, tricoma glandular multicelular. Figura 260. Pecidlulo, tricoma de aspecto
(Aumento 400x). Tinci6n: Safranina 1%. glanduloso. (Aumento 100x). Tinci6n: Safranina 1%.

Fuente: Procedimiento experimental FuentexProcedimiento éxperimental
Figura 261 Peciolo, tricoma uncinado de revestimiento. Figura 262. Foliolo, cristales solitarios de oxalato de
(Aumento 400x). Tincién: Azul de cresilo 1%. calcio. (Aumento 400x). Tincion: Sulfato férrico.

b) Diafanizado del foliolo: Se visualizaron elementos traqueales con engrosamientos
helicoidales (Figura 263). El xilema es del tipo helicoidal laxa y doble helicada (Figura
264). La nervacion es reticulada y abierta, el término de la venacion es de tipo
anastomosada. Presenté margen dentado con tricomas en el borde. Asi, mismo se observo
la venacion de la nervadura central (Figura 265, 266). En la epidermis adaxial y abaxial se
evidenciaron células de bordes irregulares y abundantes aparatos estomaticos conformados
por estomas diaciticos, sin presencia de cloroplastos en sus células oclusivas y con 2 células
subsidiarias arregladas en linea paralela, horizontal y diagonal al eje transversal del foliolo
(Figura 265, 267). Por debajo de la epidermis adaxial se visualiz6 el tejido parenquimatico
denominado clorénquima conformado por células grandes de forma redonda separadas por
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pequefios espacios intercelulares (Figura 268). Se observaron tricomas glandulares
multicelulares y sus bases sobre la epidermis adaxial (Figura 269, 270), ademéas se
encontraron glandulas capitadas (Figura 271). Se visualizaron otros tipos de tricomas,
abundantes estrigosos en el borde del foliolo caracterizados por su forma aguda y base
agrandada (Figura 266); y unicelulares lineales sobre la nervadura central (Figura 272). Se

encontraron sobre la nervadura central abundantes cristales solitarios rectangulares de

oxalato de calcio y en la epidermis adaxial del foliolo en forma de drusas (Figura 273, 274).

Figura 263. Foliolo, elementos traqueales con Figura 264. Foliolo. Xilema helicoidal laxa (1),
engrosamientos helicoidales. (Aumento 400x). Tincién: Xilema doble helicada (2). (Aumento 400x). Tincion:
Safranina 1%. Safranina 1%.

Fuente: Procedimiento experimental g
Figura 265. Foliolo, Epidermis adaxial, nervacién Figura 266. Foliolo, término de venacion
reticulada y abierta, ndtese los estomas diaciticos. anastomosada, margen dentado con tricomas estrigosos

(Aumento 400x). Tincidn: Safranina 1%. en el borde. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
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Figura 267. Foliolo, estomas diaciticos en epidermis Figura 268. Foliolo, tejido del clorénquima.
abaxial. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 269. Foliolo, bases de tricomas en epidermis Figura 270. Foliolo, tricoma glandular multicelular.
adaxial. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 271. Foliolo, glandula capitada. (Aumento 400x). Figura 272. Foliolo, tricoma unicelular lineal en
Tincion: Safranina 1%. la nervadura central. (Aumento 400x). Tincion:
Safranina 1%.
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Fuente: Procedimiento experimental -

Figura 273. Foliolo, cristales solitarios de oxalato de
calcio en nervadura central. (Aumento 400x). Tincion:
Safranina 1%.

Figura 274. Foliolo, cristales de oxalato de calcio en
forma de drusa sobre epidermis. (Aumento 400x).
Tincion: Safranina 1%.

c) Disociado del foliolo, pecidlulo y peciolo: Las estructuras encontradas en el disociado
del peciolulo y peciolo fueron las mismas por lo tanto se muestra una figura para ambos. En
el pecidlulo y peciolo se observaron células grandes rectangulares muy unidas entre si

formando una capa de epidermis (Figura 275).

Se visualizaron células esclerenquimaticas con paredes engrosadas de formas variadas, en
el foliolo se encontraron braquiesclereidas y macroesclereidas; estas ultimas también en el
pecidlulo y peciolo (Figura 276, 277, 278). En el foliolo, peciélulo y peciolo se
evidenciaron fibroesclereidas alargadas con extremos ahusados y paredes gruesas (Figura

279, 280). Se hallaron en el foliolo otros tipos de fibras alargadas (Figura 281).

Para el pecidlulo y peciolo se encontraron células parenquimaticas de forma irregular
unidas entre si por sus extremos (Figura 282). Se observaron varios tipos de xilema,
helicoidal laxa en el foliolo, pecidlulo y peciolo; ademas doble helicada en el foliolo y
helicoidal anular en forma de anillo para el pecidlulo y peciolo (Figura 283, 284, 285). Se
visualizaron en el foliolo abundantes cristales de oxalato de calcio en forma de arena y
drusas (Figura 286, 287); asi mismo, present6 una gran cantidad de tricomas estrigosos con
forma puntiaguda, tectores de cobertura y glandulares multicelulares (Figura 288, 289,
290). En el peciolulo y peciolo se hallaron 2 tipos de tricomas, glandulares secretores
unicelulares y uncinados de revestimiento (Figura 291, 292).
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Figura 275. Peciolo, células de epidermis. (Aumento Figura 276. Foliolo, braquiesclereidas. (Aumento
400x). Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 277. Foliolo, macroesclereidas. (Aumento 400x). Figura 278. Peciolo, macroesclereidas. (Aumento
Tincién: Safranina 1%. 400x). Tincion Safranina 1%.

Figura 279. Foliolo, fibroesclereidas. (Aumento 400x). Figura 280. Peciolo, fibroesclereidas. (Aumento 400x).
Tincion: Safranina 1%. Tincion: Safranina 1%.
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Figura 281. Foliolo, fibra alargada. (Aumento 400x). Figura 282. Peciolo, células parenquimaticas.
Tincién: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.

Figura 283. Foliolo. Xilema helicoidal laxa (1), Xilema Figura 284. Peciolo. Xilema helicoidal laxa (1),
doble helicada (2). (Aumento 400x). Tincion: Safranina Xilema helicoidal anular (2). (Aumento 400x). Tincidn:
1%. Safranina 1%.

Figura 285. Peciolo, xilema helicoidal anular. Figura 286. Foliolo, cristales de oxalato de calcio del
(Aumento 400x). Tinci6n: Safranina 1%. tipo arena. (Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.



117

Figura 287. Foliolo, cristales de oxalato de calcio en Figura 288. Foliolo, tricomas estrigosos. (Aumento
forma de drusas. (Aumento 400x). Tinci6n: Safranina 1%. 400x). Tincién: Safranina 1%.
Figura 289. Foliolo, tricoma tector de cobertura. Figura 290. Foliolo, tricoma glandular multicelular.
(Aumento 400x). Tinci6n: Safranina 1%. (Aumento 400x). Tincion: Safranina 1%.

Figura 292. Peciolo, tricomas uncinados de
revestimiento. (Aumento 400x). Tincién: Safranina
1%.

Figura 291. Peciolo, tricoma secretor unicelular.
(Aumento 400x). Tincién: Safranina 1%.
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3. Tamizaje histoquimico del foliolo, pecidlulo y peciolo

a) Alcaloides: No se encontr6 precipitado rojo ladrillo caracteristico de una reaccién

positiva en los tejidos del foliolo, pecitlulo y peciolo (Figura 293, 294, 295, 296).

b) Mucilagos: El foliolo mostré reaccion positiva en la epidermis abaxial de la nervadura
central, en la adaxial y abaxial de la vaina del foliolo; en el parénquima, los haces del
xilema y levemente positiva en el colénquima y parénquima esponjoso (Figura 297, 298,
299). La epidermis y el xilema del peciolulo y peciolo mostraron reaccion positiva, ademas
en el peciolo en las células esclerenquimaticas y parénquima medular; mientras que en el
pecidlulo en el parénquima. La reaccion se evidencido levemente positiva para el

colénquima, células esclerenquimaticas y floema del pecidlulo (Figura 300, 301, 302).

c) Grasas y aceites: Se encontraron presentes para el foliolo en la epidermis abaxial de la
nervadura central, en la abaxial de la vaina del foliolo; en los tricomas glandulares
multicelulares, en el floema; en algunas células del colénquima y parénquima (Figura 303).
Para el pecidlulo y peciolo, la epidermis y algunas células del colénquima mostraron
reaccion positiva; ademas para el peciolo en los tricomas tectores de revestimiento, en
pocas células del parénquima medular y en el floema se presenciaron algunas gotas de
aceite (Figura 304, 305, 306).

d) Taninos: Resultaron positivos para el parénquima esponjoso y levemente positivo en la
empalizada y en el xilema de la ldmina foliar (Figura 307, 308). En el peciolulo no se
evidencid la coloracidén negro-azulado o negro-verdoso por lo que se consideré negativo
(Figura 309). Para el peciolo la reaccion fue positiva en el parénquima, xilema y levemente

positiva en algunas células del colenquima (Figura 310, 311).

e) Saponinas: Se evidenciaron positivas para las 3 partes de la planta en estudio, pero no se
logré identificar la morfologia especifica por medio de una figura debido a que el material

vegetal se destruyo al reaccionar con el acido sulfarico concentrado.
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f) Lignina: En el xilema del peciélulo se observo una reaccion levemente positiva a
diferencia del peciolo en la cual los haces del xilema se mostraron positivos (Figura 312,
313).

En el inciso E se muestra la comparacién de las pruebas histoquimicas y las
determinaciones cualitativas en tubo de ensayo - pruebas presuntivas / Ensayos de cianidina

y leucoantocianina- que apoyan la confirmacion de la presencia o ausencia de los

metabolitos secundarios y algunos constituyentes inertes.

Figura 293. Foliolo, alcaloides negativos. (Aumento Figura 294. Foliolo, alcaloides negativos. (Aumento
400x). Tincién: Drangendorff. 400x). Tincién: Drangendorff.

Fuente: Procedimiento experimental

Figura 295. Peci6lulo, alcaloides negativos. (Aumento Figura 296. Peciolo, alcaloides negativos. (Aumento
100x). Tincién: Drangendorff. 400x). Tincion: Drangendorff.
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uente: Procedimiento experimental

Figura 297. Foliolo, mucilagos positivos en: Figura 298. Foliolo, mucilagos positivos en:
Epidermis (1), Parénquima (2). Levemente positivos Epidermis adaxial (1), Epidermis abaxial (2).
en: Colénquima (3). (Aumento 400x). Tincion: Azul Levemente positivos en: Parénquima esponjoso (3).

de cresilo 1%. (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

Figura 299. Foliolo, mucilagos positivo en haces del Figura 300. Peci6lulo, mucilagos positivo en: Epidermis (1),
xilema. (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%. Xilema (2), Parénquima (3). Levemente positivos en:
Colénquima (4), Células esclerenquiméticas (5), Floema (6).
(Aumento 100x). Tincién: Azul de cresilo 1%.

8.
Fuente: Procedimiento experir .
. I‘r gewé "“.
Figura 301. Peciolo, mucilagos positivos en: Epidermis Figura 302. Peciolo, mucilagos positivos en: Células
(1), Células del esclerénquima (2), Xilema (3), de esclerénquima (1), Parénquima medular (2).
Parénquima medular (4). (Aumento 100x). Tincion: Azul (Aumento 400x). Tincion: Azul de cresilo 1%.

de cresilo 1%.
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Fuente: Procedimiento experimental

Figura 303. Foliolo, grasas y aceites positivos en: Figura 304. Pecidlulo, grasas y aceites positivos en:
Epidermis (1), Colénquima (2), Parénquima (3), Floema Epidermis (1), Colénquima (2). (Aumento 100x).
(4), Tricomas glandulares multicelulares (5). (Aumento Tincién: Sudan 1V.

100x). Tinci6n: Sudan IV.

Figura 305. Peciolo, grasas y aceites positivos en: Figura 306. Peciolo, grasas y aceites positivos en:
Epidermis (1), Colénquima (2), Floema (3), Parénquima Epidermis (1), Floema (2). (Aumento 100x). Tincion:
medular (4), Tricoma tector de revestimiento (5). Sudan IV.

(Aumento 100x). Tinci6n: Sudan IV.

Figura 307. Foliolo, taninos positivos en: Parénquima Figura 308. Foliolo, taninos positivos en el xilema.
esponjoso (1). Levemente positivos en parénquima en (Aumento 400x). Tincién: Sulfato férrico.
empalizada (2). (Aumento 400x). Tincién: Sulfato
férrico.
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Fuente: Pro

Figura 310. Peciolo, taninos positivos en:
Parénquima (1), Xilema (2). Levemente positivos en:
Colénquima (3). (Aumento 100x). Tincién: Sulfato
férrico.

Figura 309. Pecidlulo, taninos negativos. (Aumento
100x). Tincion: Sulfato férrico.

Figura 311. Peciolo, taninos levemente positivos en Figura 312. Peci6lulo, lignina levemente positiva en
células de colénquima. (Aumento 400x). Tincién: Sulfato xilema. (Aumento 400x). Tincion: Floroglucina.
férrico.

Figura 313. Peciolo, lignina positiva en haces de
xilema. (Aumento 400x). Tincidn: Floroglucina.
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4. Cartilla micrografica

A continuacion se presentan las figuras de las caracteristicas distintivas de la droga vegetal
de S. occidentalis.

1. Cortes transversales

2. Epidermis con estomas 3. Células epidérmicas 4. Células parenquimaticas

N Sh Sc
Qa
e
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7. Traqueidas

8. Tipos de xilema
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9. Cristales

1. Cortes transversales. 1a, Foliolo. 1b, Peciolulo. 1c, Peciolo. Se observaron los tejidos fundamentales y vasculares. Se
observaron: Epidermis adaxial (Ead), epidermis abaxial (Eba), epidermis (E), cuticula (Cut), colénquima (Col),
parénquima (P), parénquima en empalizada (Pem), parénquima esponjoso (Pes), células esclerenquiméticas (Ce), floema
(Flo), protofloema (Pfl), metafloema (Mfl), xilema (Xi), metaxilema (Mxi), proxilema (Pxi)

2. Epidermis con estomas diaciticos del foliolo.

3. Células epidérmicas rectangulares del pecidlulo y peciolo.

4.  Células parenquimaticas del peciolulo y peciolo.

5. Células del esclerénquima. 5a, braquiesclereidas del foliolo. 5b, macroesclereidas del foliolo, peciélulo y peciolo. 5c,
fibroesclereidas del foliolo.

6. Fibraalargada del foliolo.

7. Traqueida helicada del foliolo.

8.

Tipos de xilema. 8a, doble helicada del foliolo. 8b, helicoidal anular del pecidlulo y peciolo. 8c, helicoidal laxa del foliolo,
peciélulo y peciolo.

Cristales de oxalato de calcio en el foliolo. 9a, del tipo arena. 9b, en forma de drusas. 9c, del tipo solitario.
Tricomas. 10a, estrigosos en el borde del foliolo. 10b, unicelular lineal del foliolo. 10c, glandular multicelular y unicelular

sobre epidermis del foliolo. 10d, glandular secretor unicelular del peciélulo y peciolo. 10e, uncinados de revestimiento de
peciolulo y peciolo.

11. Gléandula capitada sobre epidermis adaxial del foliolo.

10.
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E. Comparacion de las pruebas histoquimicas y las determinaciones cualitativas en

tubo de ensayo - pruebas presuntivas / Ensayos de cianidina y leucoantocianina-

La Tabla 1 muestra una comparacion de las pruebas histoquimicas realizadas para la

determinacion de metabolitos secundarios y constituyentes inertes en las diferentes partes

de la droga vegetal de cada una de las especies de leguminosas en estudio. Las partes que se

evaluaron fueron foliolo, peciolulo y peciolo; y Unicamente se evalu6 la semilla en P.

lunatus. Las 4 leguminosas presentaron un comportamiento similar en las reacciones

histoquimicas, variando algunas veces en 1-2 pruebas histoquimicas.

Tabla 1. Comparacién de las pruebas histoquimicas del material vegetal en estudio

Especies de leguminosas

Metabolitos
secundariosy  D. robinioides H. courbaril P. lunatus S. occidentalis
. Esperado
constituyentes
inertes Partes de la droga vegetal
F P Pec/F P Pec| F P Pec S|F P Pec
: Precipitado rojo
Alcaloides LA L S I L ladrillo
p Coloracion azul
Mucilagos LS N I A A S L A Francia
Gras_as y + 4 N .4 . + 4 T Coloracién
aceites rojo-anaranjado
Coloracion negro-
Taninos + o+ + + ot + + o+ + Nr| x - + azulado/ negro-
verdoso
- Coloracion
Saponinas R * ot r N amarillo-rojo
Lignina Nr + + | Nr o+ + Nr + + Nr | Nr % + Coloracién roja
Aleuronas Nr  Nr Nr | Nr Nr Nr [ NP Nr Nr + |Nr Nr Nr Coloracion

rojo-anaranjado

Fuente: Datos experimentales

F: Foliolo, P: Peci6lulo, Pec: Peciolo, S: Semilla; +: Positivo, -: Negativo, +: Levemente positivo Nr: No se realizo

Los metabolitos secundarios alcaloides, saponinas y taninos para proporcionar resultados

validos a la histoquimica realizada necesitaron pruebas presuntivas en tubo de ensayo; la

Tabla 2 sintetiza estos resultados y los efectuados al metabolito flavonoides el cual no se

determina mediante pruebas histoquimicas sino por los Ensayos de cianidina y

leucoantocianina.
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Tabla 2. Comparacion de las determinaciones cualitativas en tubo de ensayo-
pruebas presuntivas / Ensayos de cianidina y leucoantocianina- del material vegetal en

estudio

Metabolitos
secundarios

Especies de leguminosas

D. robinioides

H. courbaril

P. lunatus

S. occidentalis
Esperado

Partes de la droga vegetal

F Pec|F P Pec|F P Pec| F P Pec
Formacion de
Alcaloides + + - + * + + + - - - precipitado rojo durante
30 min
Formacion de
Taninos + + + + + + + + + - + precipitado azul-verdoso
durante 30 min
i Coloracion azul-
Saponmas + + + + + + + + + + verdosa/conservacion de
Test de espuma espuma durante 30 min
Flavonoides
Ensayo + + + % + + - + - - - Tonalidad roja en etanol
cianidina
Flavonoides
Ensayo - - -+ + - - - ¥+ + Tonalidad rojo-violeta

leucoantocianina

Fuente: Datos experimentales

F: Foliolo, P: Peciélulo, Pec: Peciolo; +:

Positivo, -: Negativo, £: Levemente positivo

F. Tamizaje fitoquimico a través de ensayos macro y semimicro

En la Tabla 3 se observan los ensayos presuntivos macro y semimicro realizados a los

extractos etandlicos de las drogas vegetales, en los que se evaluaron la formacién de

precipitados y complejos coloreados en comparacion con los tubos testigos de cada

determinacion. Los ensayos se efectuaron en tubos de ensayo y se realizaron para

alcaloides, antraquinonas, flavonoides y taninos. Se utiliz6 la técnica de cromatografia en

capa fina-CCF- convencional para la caracterizacion fitoquimica.
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Tabla 3. Ensayos presuntivos macro y semimicro de los extractos etandlicos de las

drogas vegetales

Metabolitos secundarios

Extractos etandlicos de las drogas vegetales

Esperado

D. robinioides  H. courbaril  P.lunatus S. occidentalis
Coloracién blanco-
Reactivo de Positi . . . crema, formacion de
, ositivo Positivo Positivo Negativo s .
Mayer’s precipitado o turbidez al
cabo de 2 hrs
Coloracién rojo-naranja,
Alcaloides — Reectvo e posiivo Posivo  Positivo  Negativo  Tormacion de precipitado
hrs
. Color marrén, formacion
Reactivo de Positivo Positivo Positivo Negativo de precipitado o turbidez
Wagner
al cabo de 2 hrs
Antraqu inonas Prueba de Negativo Negativo Negativo Positivo Coloracion rOJo-_rosado
Borntrager en fase alcalina
Coloracién amarillo-rojo
Flavonas Negativo Negativo Negativo Negativo y/o formacién de
precipitados
Coloracién rojo-magenta
Flavonoles Negativo Negativo Negativo Negativo y/o formacién de
precipitados
Coloracién rojo-
. . . . . magenta-violeta-azul y/o
Flavonoides Flavononas Negativo Negativo Negativo Negativo formacion de
precipitados
Coloracién amarilla y/o
Isoflavonas Positivo Positivo Positivo Positivo formacion de
precipitados
Isoflavononas, Sin coloracion y
chalconas y Positivo Positivo Positivo Positivo formacion de
auronas precipitados
Coloracién grisaceo-
Catecol Negativo Negativo Negativo Negativo negro y/o formacion de
. precipitados
Taninos Coloracion negro-
Pirogalol Negativo Negativo Negativo Negativo azulado y/o formacion de

precipitados

Fuente: Datos experimentales

Se realiz6 la caracterizacion fitoquimica por CCF a los extractos etandlicos de las 4

especies de leguminosas en estudio, para determinar la presencia especifica de los

metabolitos que resultaron positivos en los ensayos macro y semimicro. Se efectuaron

comparaciones con algunos estandares de rutina y otros especificos. La Tabla 4 evidencia

los estandares corridos que fueron compatibles con dichos extractos.
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Tabla 4. Caracterizacién fitoquimica de los extractos etandlicos de las drogas
vegetales por cromatografia en capa fina

Caracteristicas de los Extractos etanolicos de las drogas vegetales
Metabolitos estandares
. D. robinioi H. rbaril P. lunat . identali
secundarios obinioides courba unatus S. occidentalis
Estandar Rf Color Rf Color Rf Color Rf Color Rf Color
Antraquinona 0.96 A 0.87 A 0 - 0.96 A 0.86 A
Antraquinonas
Antrona 0.96 C 0.97 C 0.96 C 0 - 0.99 C
Aceites Cariofileno 0.51 F 0 - 0.53 F 0 - 0 -
volatiles Nerol 0.35 v 0 ; 0 ; 0 ; 0.36 Vv
Apigenina 0.97 Vc 0.96 \Y 0.96 \Y 0.96 Vc 0.97 \Y
Flavonoides
Acido clorogénico  0.58 A 0 - 0.52 A 0 - 0.52 A
Estandar de 0.94 L (092 ™M |o092 M |09 L 0.91 M
saponinas
Saponinas B-sitosterol 000 Vvio |092 M |09 M |09 L 0.91 M
Estigmaesterol 0.90 L 0.92 M 0.92 M 0.92 L 0.91 M

Fuente: Datos experimentales

Rf: Ratio of Front, A: Amarillo, -: No aplica, F: Fucsia, V: Verde, Vc: Verde claro, L: Lila, M: Morado, Vio: Violeta

Asi mismo, se corrieron en la cromatoplaca otros estandares especificos los cuales
resultaron negativos en los extractos de las leguminosas para los siguientes metabolitos en
estudio; para aceites volatiles: 1,8-cineol (Rf: 0.48/ color café), eugenol (Rf: 0.49/ color
café oscuro) y mirceno (Rf: 0.93/ color verde); en flavonoides: rutina (Rf: 0.30/ color
amarillo) e hiperosido (Rf: 0.71/ color amarillo claro); para saponinas: diosgenina (Rf:
0.90/ color verde claro) y en los alcaloides: atropina (Rf: 0.03/ color naranja) y papaverina
(Rf: 0.85/ color naranja).
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G. Microscopia analitica cuantitativa

La Tabla 5 muestra las 2 determinaciones cuantitativas realizadas, el indice de estomas y de
empalizada, por medio de microscopia. A D. robinioides se le realiz6 Gnicamente una
estimacion del indice de estomas ya que estos se encuentran dispuestos entre la epidermis
dificultdndose el céalculo del mismo. Los célculos de las 3 especies de leguminosas restantes
fueron obtenidos al realizar 10 repeticiones en campos al azar estableciendo rangos con
valores minimos y maximos; ademas se calcularon valores promedios a partir de las

repeticiones.

Tabla 5. Indices de estomas y de empalizada del clorénquima, en las especies de

leguminosas en estudio

Especies indice de estomas indice de empalizada
Rango’ Valor promedio Rango’ Valor promedio
D. robinioides 16.00 16.00 NR NR
H. courbaril 19.00 — 31.00 25.10 45-55 5.00
P. lunatus 19.00 — 32.00 22.10 8.0-125 10.00
S. occidentalis 21.00 - 27.00 245 6.0-7.25 7.00

Fuente: Datos experimentales

* Rango méaximo y minimo; obtenido al realizar 10 repeticiones del indice de estomas o empalizada del clorénquima en

diferentes posiciones del foliolo. NR: No se realizo.

En la Grafica 1 se representan mediante puntos las repeticiones realizadas para obtener el
promedio del indice de estomas de las 3 especies de leguminosas, de acuerdo a las
observaciones microscopicas realizadas en diferentes posiciones de la epidermis del foliolo.

Se excluye a D. robinioides pues solo posee un valor para su comparacion.
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Grafica 1: Indice estomatico de 3 especies de leguminosas en estudio
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Fuente: Datos experimentales

H. Determinacion de humedad y cenizas totales de las 4 leguminosas en estudio

Como se muestra en la Tabla 6, aunque no siendo caracteristico de las especies en estudio,
se determind mediante 4 repeticiones el porcentaje de humedad del material vegetal a modo
de preparar la muestra para su andlisis quimico. Asi mismo, se obtuvieron los promedios.
El contenido de agua libre ha de ser menor al 10% segun lo establecido por la

Organizacion mundial de la salud.

Tabla 6. Porcentaje de humedad de las muestras estudiadas

Especies Repeticiones (%) Promedio
1 2 3 4 (%)
D. robinioides 9.46 8.75 8.25 9.46 8.98
H. courbaril 7.08 6.82 6.80 6.81 6.88
P. lunatus 1155 944 9.40 9.30 9.92
S. occidentalis 6.26 6.33 6.40 7.29 6.56

Fuente: Datos experimentales

Se obtuvieron los residuos que deja la combustion de los materiales vegetales conocidos
como cenizas totales y se expresaron porcentualmente. Segun indica la Tabla 7 para su
determinacion se realizaron 4 repeticiones de cada una de las especies de leguminosas en

estudio, obteniendo el rango minimo, maximo y el promedio.
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Tabla 7. Porcentaje de cenizas totales del material vegetal en estudio

Repeticiones

Promedio Rango
Especies 1 2 3 4 minimo-maximo
%CT g
%CT %CT %CT %CT (%)
D. robinioides 933 961 954 954 9.50 9.33-9.54
H. courbaril 374 384 381 308 3.62 3.08 - 3.84
P. lunatus 11.25 1058 10.99 10.80 10.90 10.58 - 11.25
S. occidentalis 10.06 10.19 10.21 10.29 10.19 10.06 - 10.29

Fuente: Datos experimentales

%CT: Porcentaje de cenizas totales, %: Porcentaje
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

El control de calidad del material vegetal, constituye un conjunto de técnicas necesarias
para estandarizar las caracteristicas y propiedades esenciales de los productos naturales que
determinan las especificaciones requeridas para cumplir potencialmente con los propdsitos

para los cuales se destina (1).

Debido a estos requerimientos y a que las especies de leguminosas del tipo nativas D.
robinioides, H. courbaril, P. lunatus y S. occidentalis poseen actividad antifingica
comprobada y son utilizadas para acciones terapéuticas en afecciones dermatomucosas y
mucocutaneas causadas por hongos principalmente F. pedrosoi y S. schenckii contra la fase
miceliar; este estudio se centrd primordialmente en la identificacion botanica y control de
calidad de las especies con el objetivo de contribuir al estudio bioldgico y fitoquimico que
evidencia la presencia de metabolitos secundarios que permiten a las mismas tener su

actividad antifungica.

Asi mismo, la informacidn recopilada servira como referencia tedrica para la elaboracion
de monografias de control de calidad relacionadas con los pardmetros de identidad y
pureza. A su vez estandarizarlos a modo de establecer si la droga vegetal distribuida
comercialmente es un material de calidad que puede ser utilizado como materia prima para
la elaboracion de fitofarmacos en la industria fitofarmacéutica, por sus acciones

terapéuticas antifungicas.

Varios autores han reconocido la importancia de las estructuras de la epidermis foliar como
caracteres anatdbmicos importantes para la separacion de especies; Lapp en el 2004 en su
estudio realizado concluyd que los caracteres anatdmicos mas importantes para la
separacion de las especies son: ubicacion de los estomas, tipos de tricomas, tipo y
disposicion de los haces vasculares, presencia de cavidades secretoras en el haz vascular y

en la vena principal (50).

Para su estudio la droga vegetal de las 4 especies de leguminosas fue fragmentada

evaluando las caracteristicas individuales del foliolo, pecidlulo y peciolo, a modo de
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describir sus componentes, encontrar diferencias e identificar la presencia de metabolitos
secundarios en los diferentes tejidos que las constituyen. Segin estudios anteriormente
realizados por Suarez en el 2008 las semillas de P. lunatus posee actividad antifngica, por

tanto se evaluaron sus caracteristicas microscopicas y fitoquimicas.

Se analizaron las caracteristicas micromorfologicas e histologicas mas importantes que
permitieron diferenciar a las 4 especies, especialmente cuando la droga vegetal de estas se

encuentra fragmentada:

a) Foliolos: Los datos que se obtuvieron demuestran que existe similitud entre los
individuos que conformaron la muestra del estudio pero existen algunas variantes que
permiten la diferenciacion haciéndolas caracteristicas de cada especie tales como: El apice
es distinto para todas las especies siendo agudo en D. robinioides, cordado para H.
courbaril y deltoide para las otras 2; el margen es dentado con tricomas estrigosos en el
borde de S. occidentalis; la forma de los haces vasculares, siendo colateral cerrada para 3
especies y bicolateral para H. courbaril. El xilema es del tipo laxa para D. robinioides,
doble helicada para H. courbaril y las otras 2 especies restantes poseen los 2 tipos de
xilema; se observaron placas perforadas simples del xilema en el disociado de H. courbaril
y P. lunatus; en esta Gltima especie se observaron vasos del xilema con puntuaciones

escalariformes (51, 52).

El parénquima en empalizada suele estar conformado por 1-3 capas, mientras que el
esponjoso por 3-8 capas siendo este ultimo de forma rectangular para S. occidentalis. En D.
robinioides se observd clorénquima lagunar. El habitad natural de D. robinioides e H.
courbaril suele ser de seco a humedo lo que explica que ambos parénquimas sean mas
abundantes que en la otras 2 especies ya que al encontrarse en bosques himedos necesitan
que la mayor porcion de sus tejidos realicen fotosintesis captando la poca energia solar
convirtiéndola en energia quimica estable para el alimento de la plantas mientras que el
esponjoso se especializa en el intercambio gaseoso. Las leguminosas P. lunatus y S.
occidentalis poseen menor nimero de capas en ambos parénquimas sin embargo el
parénquima esponjoso se presenta en mayor cantidad respecto al nimero de capas que lo

conforman; dicha diferencia se explica en que las plantas se desarrollan en climas de
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templado a célido por lo que el proceso de fotosintesis se desarrolla con regularidad
haciéndose necesarias unas pocas capas de empalizada y a modo de disminuir la posibilidad
de asfixia por exceso de agua, en caso se encuentren con ambientes humedos, el
parénquima esponjoso se torna abundante. Por otra parte en el parénquima en empalizada y
esponjoso de S. occidentalis encontraron pigmentos antocidnicos fucsia lo que
posiblemente refleje un mecanismo natural contra la radiacion solar, este hecho se explica
en que el lugar en donde estaba sembrada la planta es un sitio calido y se encontraba en

exposicion directa al sol (51, 53).

En P. lunatus no se observaron haces vasculares transcurrentes a lo largo de su lamina
foliar, para D. robinioides estos son de forma cilindrica rodeados de esclerénquima
mientras que en las otras 2 especies restantes estan dispuestos verticalmente rodeados de

parénquima (51, 54).

Los aparatos estomaticos, encargados de regular la transpiracion y el intercambio gaseoso-
principalmente CO, del exterior al interior de la planta-; de todas las especies estan
dispuestos en forma paralela, horizontal y diagonal, en 2 de las especies son diaciticos
mientras que en P. lunatus son paraciticos con una o mas células subsidiarias en cada lado
de las células oclusivas; y en D. robinioides son anomociticos y anisociticos con
cloroplastos en sus células oclusivas, con 2-5 células subsidiarias y tienen la particularidad
de presentarse hundidos en la cuticula de la epidermis abaxial. En el caso de S. occidentalis
el foliolo se considera anfiestomatico ya que presentd aparatos estomaticos en la cara
adaxial y abaxial. El indice de estomas por su contenido de aparatos estomaticos en forma
ascendente se mencionan: D. robinioides, P. lunatus, S. occidentalis e H. courbaril;
considerando poseer buen un intercambio gaseoso intracelular y extracelular. Es
imprescindible tomar en cuenta que el indice estomatico, resulta facilmente modificable

segun las condiciones ambientales en las que se desarrollan las plantas (55, 56).

Se calculo el indice de empalizada del clorénquima, por su contenido en forma ascendente
se pueden mencionar: H. courbaril, S. occidentalis y P. lunatus; a diferencia del resto en
esta ultima las células del clorénquima son mas abundantes, grandes y redondeadas lo que

le permite mayor fijacion de carbono (51).
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El colénquima de H. courbaril es del tipo lagunar mientras que en las otras 3 plantas es del
tipo anular. El colénquima de la nervadura central de P. lunatus tiene una caracteristica
distintiva del resto de los foliolos ya que forma una protuberancia hacia la epidermis
adaxial y en S. occidentalis posee pigmentos antocianicos fucsia. Se evidencio la presencia
de cuticula tanto en la epidermis adaxial y abaxial de H. courbaril, lo que le confiere un
brillo caracteristico en su observacion macroscépica. En la epidermis adaxial de S.
occidentalis se evidenciaron glandulas capitadas cuya funcidn suele ser secretar sustancias
intracelularmente. Se observaron en P. lunatus células acumuladoras de sales conocidas
como de la hipodermis o corcho. Las braquiesclereidas se observaron en 3 de las especies a
excepcién de H. courbaril mientras que solo en P. lunatus se detectaron fibrotraqueidas; se
evidenciaron fibras xilicas en D. robinioides, ademas de septadas con incrustaciones de
cristales de oxalato de calcio; esta ultima también en H. courbaril mientras que S.

occidentalis posee otros tipos de fibras con forma alargada (51, 53, 55).

Para todas las especies se evidenciaron en su mayoria diferentes tipos de oxalatos de calcio,
este es el biomineral mas comun en las plantas superiores encontrandose acumulados en el
interior de las células como producto de procesos intercelulares; tienen como principal
funcion eliminar el calcio de las plantas logrando la regulacién de la acidez; se acumulan en
el interior de las células como producto de procesos intercelulares convirtiéndose en un
sistema de defensa ya que cuando los herbivoros mastican los foliolos producen pequefias
incisiones en las que la planta coloca el &cido provocando graves irritaciones en las
mucosas; ademas le confiere a la planta aspereza provocando quemaduras sobre los
depredadores (51, 57). Solo para S. occidentalis se evidenciaron cristales de oxalato de

calcio en forma de drusas.

Se observaron granulos de almidén en D. robinioides y P. lunatus, ademas esta ultima
leguminosa presentd plastidos del tipo cromoplasto globuloso con pigmentos carotenoides

posiblemente de carotina por la presencia de granulos de color amarillo y anaranjado (57).

Los tricomas glandulares tienen la funcion de elaborar sustancias alojadas entre la pared
externa de la célula y la cuticula para ser secretas al exterior, estos junto con los de

superficie tienen el objetivo de dar proteccién contra insectos depredadores. Los
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incrustados sobre la epidermis son distintos para todas las especies encontrandose en D.
robinioides pluricelulares monoliformes Ilamados asi por presentar constricciones entre
células a modo de rosario con bases de 6-8 células; en P. lunatus abundantes uncinados que
contribuyen a la proteccion y glandulares brevifurcados especializados en secretar
sustancias inclusive metabolitos que contribuyen a dar proteccién a la planta contra hongos
y microorganismos; y en S. occidentalis glandulares multicelulares y unicelulares. Ademas
en el disociado de D. robinioides se observaron tricelulares y tectores simples unicelulares,
estos ultimos también en H. courbaril confiriéndole proteccion a las plantas contra
agresiones mecanicas; asi mismo, en H. courbaril glandulares bicelulares que eliminan
compuestos pegajosos que atrapan a los insectos o sustancias tdxicas matando o
modificando su comportamiento. Para P. lunatus glandulares brevifurcados con bases de 10
células y unicelulares lineales con base de 6 células, ubicados sobre el apice y la nervadura
central, con incrustaciones de cristales arenosos de oxalato de calcio y granulos de reserva;
posiblemente contenga metabolitos secundarios; y en S. occidentalis glandulares
multicelulares, abundantes estrigosos y tectores de cobertura que brindan proteccion. Los
tricomas son estructuras bastante Utiles para la identificacion de las especies, sin embargo
se debe tener en cuenta que caracteristicas como la proporcién, tamafio y longitud de los

tricomas son propensas a cambiar con las condiciones ambientales (52, 56).

b) Pecidlulos y peciolos: Las principales variantes encontradas en las 4 especies de
leguminosas son las siguientes, las formas de los haces vasculares denotan notables
diferencias ya que en el peciolulo de H. courbaril, S. occidentalis y P. lunatus son de forma
perifloematica; en esta Gltimo se observd la misma forma en su peciolo; mientras que el
peciolo de S. occidentalis y D. robinioides el haz vascular es de forma colateral cerrada;
ademas en D. robinioides se evidencio la misma morfologia en su pecioélulo a diferencia de
H. courbaril en el que se presentd con forma colateral abierta. EI nimero de haces
vasculares varia en todas las especies encontrandose alrededor de 2-7. El peciolulo y
peciolo poseen Xxilema de tipo helicoidal laxa en D. robinioides mientras que en H.
courbaril xilema laxa y doble helicada y en las otras 2 especies restantes el xilema es de
tipo laxa y anular. Respecto al floema se evidenciaron tubos cribosos en el disociado del
peciolo de D. robinioides y vasos del floema en el peciolulo y peciolo de P. lunatus. Se

presentaron vasos perforados en el pecidlulo y peciolo de D. robinioides (51, 52).
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Por su diferenciacion el colénquima del pecidlulo y peciolo de 3 especies se evidencié del
tipo anular mientras que el de H. courbaril lagunar, extenso y se observo la presencia de
canales resiniferos. El paréenquima medular del pecidlulo y peciolo de D. robinioides se
hallaron canales secretores. Se observé abundante parénquima medular en el peciolo de H.

courbaril, P. lunatus y S. occidentalis (51, 53, 55).

El tejido de esclerénquima del peciolo correspondiente a las 4 especies de leguminosas le
confiere al foliolo sostén, mayor dureza y resistencia mecanica; algunas veces le otorga
resistencia contra los depredadores al momento en que estos introducen sus 6rganos bucales
sobre la superficie del foliolo. Se presentaron diferencias en las células esclerenquimaticas,
se observaron esclereidas en la epidermis del peciolo de D. robinioides; las
braquiesclereidas se evidenciaron en el disociado del pecidlulo y peciolo de las 3 especies a
excepcion de S. occidentalis; de igual forma las fibroesclereidas tanto del peci6lulo y
peciolo se encontraron en 3 especies excluyendo a H. courbaril; las macroesclereidas del
peciblulo y peciolo de P. lunatus y S. occidentalis son de formas alargadas y puntiagudas
mientras que las de D. robinioides se encuentran agrupadas en el peciolo y en forma de
bastén en el pecidlulo. Asi mismo en el peciolo de D. robinioides se observaron otros tipos
de fibras septadas y fibrotraqueidas (53).

En el disociado del peciolulo y peciolo la epidermis de 3 leguminosas posee células
grandes, irregulares y poligonales muy unidas entre si a diferencia de S. occidentalis en las
que sus células son rectangulares. En la epidermis del pecidlulo de D. robinioides se
hallaron granulos de reserva y en el peciolo estomas anomociticos y diaciticos. En el
peciblulo y peciolo de H. courbaril se observaron células de la hipodermis o de corcho (51,
53).

Respecto a los cristales de oxalato de calcio se observaron distintos tipos, en el peciolo de
D. robinioides del tipo estiloides con ubicacién lineal y en el esclerénquima de este del tipo
solitarios. Se observaron los mismos tanto en el peciélulo y peciolo de H. courbaril y P.
lunatus, en la primera especie son del tipo arena y en la segunda del tipo solitarios vy
estiloides (51, 57).
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No se observaron tricomas en el pecidlulo y peciolo de H. courbaril, en el resto de las
especies se observaron diferentes tricomas incrustados sobre la epidermis teniendo el
peciblulo y peciolo de D. robinioides unicelulares lineales y unicamente el peciolo mostré
pluricelulares de aspecto glanduloso; para P. lunatus la epidermis del peciélulo evidencid
tricomas protectores mientras que el peciolo presentd glandulares brevifurcados con base
de 10 celulas en disposicion radial, uncinados de revestimiento y glandulares secretores; y
para S. occidentalis la epidermis del pecidlulo mostr6 tricomas de aspecto glanduloso a
diferencia del peciolo que present6 uncinados de revestimiento. Ademas en el disociado se
observaron otros tipos de tricomas, teniendo el pecidlulo y peciolo de D. robinioides
multicelulares; el pecidlulo y peciolo de P. lunatus tricomas unicelulares lineales con base
de 7 células, y en S. occidentalis glandulares secretores unicelulares y uncinados en el

pecidlulo y peciolo.

c) Semilla de P. lunatus: En su corte transversal se observé el embrién, en el disociado se
evidenciaron células del parénquima de forma irregular unidas entre si por medio de sus
extremos; se presentaron fibroesclereidas isodiamétricas alargadas como parte del tejido
esclerenquimatico y ademas se observaron otras fibras alargadas con extremos ahusados y
paredes secundarias. Se observaron tricomas uncinados y pléastidos sin pigmentos
denominados leucoplastos del tipo amiloplasto en forma ovalada con deposiciones en capas
alrededor de un punto que reservan almidon en forma de granulos contribuyendo al

crecimiento de esta leguminosa en su habitat natural (51, 53, 55).

Los metabolitos secundarios encontrados en las partes fraccionadas de las drogas vegetales

para las 4 especies de leguminosas en estudio fueron los siguientes:

La reaccion histoquimica de mucilagos fue positiva para todas las especies, este metabolito
tiene la caracteristica de formar soluciones coloidales conformadas por fibras solubles que
tienden a hincharse con el agua. En la planta contribuye a la absorcion del agua y al
encontrarse en abundancia fluye hacia el exterior formando por desecacion gomas que
sirven de proteccion contra depredadores y microorganismos. Ademas por sus propiedades
emolientes hidratan y protegen la piel aliviando muchas afecciones como heridas y

dermatitis producidas por hongos (58).



139

La presencia de grasas y aceites volatiles confieren a la planta caracteristicas odorificas que
le sirven para repeler insectos o depredadores, por esta caracteristica se encuentra
primordialmente en la epidermis y cuando se encuentran en abundante cantidad sirven de
proteccién ya que el veneno que producen tiene propiedades bactericidas y fungicidas (58,
59). La histoquimica para H. courbaril y S. occidentalis resultd positiva mientras que para
D. robinioides y P. lunatus se observé levemente positiva. Los aceites volatiles detectados
en la cromatografia en capa fina por la correlacion existente entre los Ratio of Front —Rf-y
el color de las manchas fueron cariofileno en H. courbaril y nerol para S. occidentalis, por
lo tanto hay presencia de estos en las 2 plantas. Los Rf de las manchas encontradas en la
cromatoplaca de D. robinioides y P. lunatus no fueron compatibles con ninguno de los
estandares por lo tanto se concluy6d que las mismas poseen otros tipos de aceites, esta
afirmacion se apoya con la literatura pues en la composicion quimica de las 4 leguminosas

se expresa la existencia de aceites.

Las pruebas histoquimicas de alcaloides se mostraron positivas en D. robinioides y P.
lunatus mientras que en H. courbaril se mostro levemente positiva y para S. occidentalis
negativa; dichos resultados correlacionan con las determinaciones cualitativas realizadas.
Asi mismo, los ensayos presuntivos macro y semimicro de la cromatografia en capa fina
realizados a los extractos etanolicos de las drogas vegetales resultaron iguales confirmando
la presencia o ausencia; sin embargo los Rf de los estandares atropina y papaverina no son
similares con los encontrados en las leguminosas D. robinioides, P. lunatus e H. courbaril,
la explicacion mas congruente es debido a que los mismos presentan otros tipos de
alcaloides ya que en la cromatoplaca se evidenciaron otras manchas. En lo que respecta a S.
occidentalis la ausencia de reaccion en todas las pruebas es compatible con la literatura ya
gue en su composicion quimica no se hace referencia sobre la presencia de estos lo que a su
vez demuestra que la hoja no es muy toxica. En las plantas los alcaloides contribuyen a la
proteccion debido a que son venenos vegetales muy activos que bloquean los
neuroreceptores en los insectos y depredadores, ademas producen efectos inhibitorios en el
crecimiento de microorganismos patégenos porque se intercalan con el ADN del
microorganismo evitando la sintesis de proteinas, induciendo apoptosis e inhibiendo las
enzima del metabolismo de carbohidratos por lo que se ha considerado su utilizacion en

pequefias dosis en los productos fitofarmaceuticos (58, 59).
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Tanto la histoquimica como la determinacion cualitativa de taninos result6 positiva para D.
robinioides, H. courbaril y P. lunatus a diferencia de S. occidentalis en el que se evidencio
una reaccion levemente positiva; al comparar dichos resultados con los ensayos presuntivos
macro y semimicro de los extractos etandlicos de las 4 drogas vegetales en los cuales se
denotd discrepancia entre ambos resultados; posiblemente este efecto es debido a que los
taninos son mas polares al agua, pero como los extractos empleados para las leguminosas
se encontraban con etanol al 95%, en este medio los taninos no son factibles pues se tornan
apolares y por ende no se evidenciaron reacciones positivas aunque el extracto de la planta
lo contenga; por lo tanto si se quiere probar medicinalmente se deben extraer con etanol al
50% que contiene partes iguales de agua y alcohol y comprobar mediante cromatografia en
capa fina si existen taninos. La literatura reporta taninos en D. robinioides e H. courbaril
por lo que se concluye que estas 2 especies contienen taninos, para P. lunatus y S.
occidentalis segun las pruebas histoquimicas y las determinaciones cualitativas en sus
composiciones quimicas existen taninos. Los taninos se encuentran en las leguminosas en
sus formas hidrolizables produciendo efectos repelentes y toxicos al desnaturalizar las

proteinas de los hongos y otros microorganismos (58, 60).

Las saponinas poseen propiedades tensoactivas produciendo espumas en soluciones
acuosas, en el organismo vegetal presentan las propiedades insecticidas y fitoprotectoras
contra el atague de microorganismos y herbivoros (59). La histoquimica realizada a las 4
leguminosas revel6 reacciones positivas para saponinas, el test de espuma fue compatible
con la histoquimica en 3 de las plantas vegetales difiriendo para S. occidentalis ya que
aunque hubo cambio de coloracion no se conservé la espuma en los 30 minutos requeridos
considerandose la reaccion levemente positiva, la explicacion mas préxima de dicho
fendmeno es dada en que la prueba de espuma es presuntiva y sobre ella interfieren la
presencia de metabolitos diferentes al de interés y otros compuestos que provocan que la
cantidad de espuma sea inestable; sin embargo en la cromatoplaca los colores de las
manchas y los Rf de los 4 extractos etanolicos de las especies en estudio fueron
compatibles con 3 estandares: estandar de saponinas, -sitosterol y estigmasterol; por lo

que se concluye que todas las especies poseen saponinas.
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Para la determinacién de flavonoides, los ensayos presuntivos de cianidina fueron negativos
para S. occidentalis a diferencia de las otras 3 especies en las que se observo positiva;
mientras que el ensayo de leucoantocianina fue negativa para D. robinioides y P. lunatus,
positiva para S. occidentalis y levemente positiva para H. courbaril. Se realizaron ensayos
macro y semimicro a los 4 extractos etanolicos encontrandose para todos la presencia de
isoflavonas, isoflavononas, chalconas y auronas. En la cromatoplaca se evidencio apigenina
ya que el color de las manchas y los Rf son similares con los encontrados en los 4 extractos
de la droga vegetal; mientras que las mismas caracteristicas del estandar acido clorogénico
son compatibles con las de H. courbaril y S. occidentalis. Los resultados son congruentes
con la literatura ya que 3 leguminosas a excepcion de P. lunatus refieren la presencia de
flavonoides en su composicién quimica. La importancia de estos se centra en que brindan
defensa a la planta ya que la protegen de agentes oxidantes y la polucion ambiental

respondiendo ante el estrés microambiental (59).

Se realizd la prueba de Borntrdguer para la deteccion presuntiva de antraquinonas
encontrandose positiva en el extracto etanolico de S. occidentalis mientras que en el resto
de extractos de las especies vegetales fue negativa sin embargo al realizar la cromatografia
en capa fina con los estandares antraquinona y antrona todas las plantas resultaron positivas
para alguno o los 2 estandares por lo que se presume que las concentraciones de estos
metabolitos en D. robinioides, H. courbaril y P. lunatus es menor a la concentracion
minima detectable por la prueba de Borntraguer. Cabe mencionarse que la coloracién de las
manchas presentadas en las cromatografias de D. robinioides y S. occidentalis fueron
compatibles con la del estandar antraquinona pero no asi con su Rf sin embargo eran
préximos, dicha alteracion es posiblemente dada por interferencias de otras moléculas que
no permitieron que las antraquinonas presentes en los 2 extractos vegetales corrieran
libremente sobre la cromatoplaca. La literatura de P. lunatus no indica la presencia de
antraquinonas en su composicion quimica pero si existe para las otras 3 especies, por lo que
debido a las caracteristicas encontradas en el estudio fitoquimico se concluye la existencia
de antraquinonas en las 4 leguminosas. Las antraquinonas le confieren a las plantas
propiedades irritantes por lo que son ampliamente utilizadas para combatir psoriasis (58,
59).
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Se evaluaron 2 constituyentes inertes: la lignina y las aleuronas. La lignina es el
constituyente de las paredes que imparte rigidez al peciolulo y peciolo ya que es
acompariante de la celulosa, la presencia de este permite tener hojas mas fuertes y
resistentes tanto al ataque de las sustancias quimicas como a la accion de los organismos.
Los tejidos del pecidlulo de D. robinioides y S. occidentalis presentaron una reaccion
levemente positiva lo que se explica por su inmadurez y correlaciona con la observacion
macroscopica ya que al tacto estos son blandos y no tan rigidos como en las otras 2

especies (57).

Solamente a la semilla de P. lunatus se le realizd la prueba de aleuronas, encontrando
cristaloides de estas los cuales constituyen granulos de proteinas, de reserva alimenticia que
el embrion de la semilla utiliza durante la germinacion; las aleuronas forman una capa en la
semilla que sirve como barrera y resistencia mecénica contra la entrada de

microorganismos y tienen una funcion secretora de enzimas (53, 55).

Las caracteristicas de pureza se encuentran constituidas en los parametros de humedad y
cenizas totales. Referente al porcentaje de humedad el método de secado es un aspecto
fundamental dentro de los estudios farmacogndsticos encaminados a establecer la calidad
de una droga; el secado del material vegetal elimina suficiente cantidad de agua para
conservar la droga y prevenir el enmohecimiento, la accién de las enzimas y de las
bacterias, que influyen sobre el deterioro de la misma. Ademas favorece la conservacion y
facilita la trituracion y la molienda, obteniéndose una forma conveniente para la

comercializacion, disminuyendo el volumen y peso total del material (61, 62).

Es por ello que el limite en el contenido de agua debe ser determinado para las drogas
vegetales, especialmente para aquellas que absorben facilmente la humedad o en las cuales
el deterioro puede ser promovido por la presencia de la misma. El limite de agua
establecido por la Organizacion Mundial de la Salud debe ser menor al 10%, el porcentaje
de humedad encontrado para las 4 leguminosas varié entre especies pero todas se

encontraron dentro del rango (61, 62).
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Otro indice numérico de interés para el analisis de calidad de una droga vegetal es el valor
correspondiente a las cenizas totales, el cual da un rango de la mayor o menor cantidad de
componentes inorganicos. Los porcentajes de cenizas encontrados para las 4 leguminosas
fue variable lo que podria utilizarse como indicador de calidad y diferenciacion entre estas
especies, sin embargo es importante recalcar que los valores suelen ser inconstantes e
incluso pueden tener una gran variabilidad en el propio material vegetal segun la época del
afio en que se recolecto y las propiedades quimicas del suelo en donde son cultivadas; pero
si se conoce la locacion en la que se encuentran este porcentaje es Util para evidenciar la
posible adulteracion proveniente de la adicion de otras materias inorgéanicas o trazas de
fertilizantes (61, 62).



144

X.  CONCLUSIONES

Este estudio permitio reunir la informacion necesaria para la elaboracion de propuestas
de normas de calidad farmacobotéanica de 4 especies de leguminosas con actividad
antifungica comprobada, las cuales serviran como referencia tedrica en futuros estudios
o inclusive en el control de calidad de la droga vegetal para la elaboracion de productos

fitofarmaceuticos.

Por medio de técnicas histolégicas e histoquimicas se lograron establecer las
caracteristicas micromorfoldgicas que permitieron la diferenciacion entre las especies

en estudio.

La presencia de abundantes cristales de oxalato de calcio en sus diversas formas en cada
una de las especies, sugiere una forma de distincion entre estas; ademas demuestra la

capacidad toxica y nociva como defensa contra microorganismos depredadores.

La variacién en el nimero de capas de tejido de parénquima en empalizada y esponjoso
de las leguminosas sugiere un hallazgo distintivo, indicando a su vez gran capacidad de

fotosintesis e intercambio gaseoso.

La diversidad de tricomas observados para las leguminosas propone un parametro de
distincion e identidad de las especies estudiadas, sin embargo la proporcion, tamafio y

longitud de los mismos suelen cambiar segun las condiciones ambientales.

El indice de estomas por su contenido ascendente de aparatos estomaticos se
mencionan: D. robinioides, P. lunatus, S. occidentalis, e H. courbaril. Este puede ser

modificable segun las condiciones ambientales.

El indice de empalizada por su contenido ascendente de células del clorénquima se

mencionan: H. courbaril, S. occidentalis y P. lunatus.
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Las 4 leguminosas presentaron en su composicién quimica todos o algunos de los
siguientes metabolitos secundarios: mucilagos, alcaloides, taninos, saponinas,

flavonoides, grasas y aceites.

Mediante cromatografia en capa fina se detectaron los siguientes metabolitos
secundarios: las saponinas B-sitosterol y estigmasterol en las 4 especies de leguminosas;
los aceites volatiles cariofileno y nerol fueron evidenciados solamente en S. occidentalis
e H. courbaril; los flavonoides apigenina y acido clorogénico, el primero en todas las
especies de leguminosas y el segundo en S. occidentalis e H. courbaril, ademas

antronas y antraquinonas en todas leguminosas en estudio.

La humedad es un pardmetro no caracteristico de las especies en estudio sin embargo su
determinacion se hace importante para preparar la muestra que es usada en el analisis

quimico y a modo de evitar el proceso de enmohecimiento durante el almacenamiento.

Los porcentajes de cenizas para las 4 leguminosas fueron variables lo que sugiere su

uso como indicador de diferenciacion entre las especies.



146

Xl.  RECOMENDACIONES

Realizar a las leguminosas pruebas de bioactividad referentes a sus usos folcloricos

medicinales de acuerdo a los grupos de metabolitos secundarios encontrados.

Debido a que la ontogenia juega un papel importante en la naturaleza de los
constituyentes activos, es de esperar que la concentracién de metabolitos secundarios se
incremente con la edad de la planta. Ademas hace variar el numero de haces vasculares,
y tricomas, por tanto es importante tomar en cuenta para proximos muestreos el estadio

fenoldgico.

Los factores ambientales también pueden afectar los constituyentes secundarios, el
porcentaje de cenizas, el indice de estomas, y los tricomas; por lo que se recomienda

realizar analisis de clima, suelo, flora asociada y métodos de cultivo.

Algunos tipos de plantas presentan cierta analogia en las estructuras de los metabolitos
secundarios aislados con su composicion genética y en consecuencia existe una gran
probabilidad que algunos genes que codifican dichos metabolitos se mantengan; por lo
que seria conveniente realizar estudios de screening gendmico que apoyen la presencia

de metabolitos secundarios compatibles entre las especies estudiadas.

Realizar estudios de espectrofotometria de masas que proporcionen una estimacion

cuantitativa de los metabolitos secundarios encontrados.
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Anexo 2: Fichas de registro para cada ejemplar de herbario de las leguminosas

UNIVERSIDAD D

e legguminosas con actividad antifdngica comprobacla™.

Diphysa robinioides Benth.

FABACEAE
GUATEMALA; Suchitepéquez, Samayac, Canton Chiguaxte,
Ecoparcela El Kakawatal

Altitud: 539 msnm, 14° 33'56.66" N; 91°27'53.19" O
Habito: Frecuente en bosgues secos o homedos, con un altura de 5-20 m,
las hojas son alternas, las flores pequefias amariposadas dispuestas en
pequefios racimos axilares. Los frutos se presentan en vainas de color
café pdlido de 4-6 cm de largo por 1-2 cm de grueso. Las vainas contie-
nen enfre 3-9 semillas color blanco crema.
Col. Sofia Rojas, Nelly Cruz 21,/02/2010
Det. M. Veliz. Febrero de 2010 SRINC.O04

UNIVERSIDAD D

e leguminosas con activi ongica comprobacla™.

Hymenaea courbaril Lasseigne.
FABACEAE

GUATEMALA; Guatemala, Villa Canales, Aldea Colmenas,
Finca Las Delicias

Alfitud: 1365 msnm, 14° 29'15.09" N; 90°31'24.22" O
Hébito: Arbol grande y robusto de 10 hasta 40 m de altura, hojas alter-
nas asiméfricas de 5 a 10 cm de largo incluyendo el peciolo, flores gran-
des blanco verdosas de 3.5 am de didmefro. Los frutos son vainas de 10
cm de largo por 4 cm de ancho v contiene 2 6 4 semillas.

Col. Sofia Rojas  18/01,/2010
Det. #. Véliz. Enero de 2010 SR.03
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UNIVERSIDAD D

Ungica comproba

Pheseolus lunatus Linn.

FABACEAE

GUATEMALA; Suchitepéguez, Cuyotenango, Centro uno la Maquing,
Plantacidn Andrés

Altitud: 345 msnm, 147 32'3279" N; 90°34'20.89" O
Habito: Raices fibrosas y tuberosas, tallos glabros de 0.5-4 m de largo,
hojas trifoliadas, inflorescencia axilar o lateral en pseudoracimos corfos o
alargados, hasta 25 cm de largo; semillas 2-4 reniformes, comprimidas, de
color negro, gris café o moteado.
Col. Sofia Rojas, Nelly Cruz, Andrea Roman
14/02,/2010
Det. M. Véliz. Febrero de 2010 SRINCAR. 02

UNIVERSIDAD D

e leguminosas con actividad antifdngica comprobaca™.

Senna occidenfalis Britt. & Rose.
FABACEAE

GUATEMALA; Suchitepéquez, Samayac, Cantdn Chiguaxte,
Ecoparcela El Kakawatal

Alfitud: 339 msnm, 147 33'536.68" N; 91°27'53.19" O
Habito: hierba perenne de 1 m o mas de alto, hojas de 10-30 cm de largo;
flores con pétalos de 2 cm, amarillos. Fruto en vaina café oscuro, linear,
plano, 4-12 cm largo, -9 mm de ancho. Semillas ovales, café-olivo de 3-4
mm de largo. Frecuente en bosques secos.
Col. Sofia Rojas, Nelly Cruz
15/08/2009
Det. M. Véliz. Agosto de 2009 SR.NC. 01
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Anexo 3

De acuerdo a las caracteristicas macroscopicas, micromorfolégicas, fitoquimicas y de
pureza obtenidas del procedimiento experimental; se concluyen las siguientes propuestas
de normas de calidad farmacoboténica, presentandolas por cada una de las especies en
estudio.

PROPUESTAS DE NORMAS DE CALIDAD FARMACOBOTANICA DE 4
ESPECIES DE LEGUMINOSAS CON ACTIVIDAD ANTIFUNGICA
COMPROBADA

Las siguientes son referencias tedricas de propuestas de control de calidad que debe de
poseer el material vegetal fresco para que la droga vegetal obtenida sea un material de
calidad que pueda ser utilizado como materia prima para la elaboracién de fitofarmacos en

la industria fitofarmacéutica.

A. Diphysa robinioides Benth.

1. Caracteristicas de la droga fresca

a) Debe de presentar las siguientes caracteristicas macroscopicas para que sea identificada
como D. robinioides comparada con la Flora de Guatemala: Las hojas alternas con forma
oblonga, imparipinadas y caducifoliadas, apice agudo o redondeado, base aguda, haz verde
mate; en la nervadura central la venacion es de tipo reticulada, las uniones de las foliolos y
el pecidlulo son del tipo peciolada. El envés verde claro mate. Las flores, pequefas,
amariposadas, de 1.5 cm de largo por 1 cm de ancho, dispuestas en pequefios racimos
axilares. Los frutos se presentan en vainas indehiscentes, oblongas, huecas e infladas de
color café palido de 4-6 cm de largo por 1-2 cm de grueso. Las vainas contienen entre 5-9

semillas color blanco crema.

b) D. robinioides debe de presentar las siguientes caracteristicas micromorfoldgicas para

su correcta identificacion microscépica: El tejido vascular del foliolo, pecidlulo y peciolo
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en posicion central; los haces vasculares en disposicion colateral cerrada, el xilema en
posicion endarco y de tipo helicoidal laxa. Los haces vasculares del peciolo forman un
anillo continuo semejante a una estela del tipo sifonostela-euestela. EI colénquima es del
tipo anular. El parénguima medular con canales secretores. La lamina foliar bifacial con 3
capas de células de parénquima en empalizada en disposicion adaxial y de 8-10 capas de
parénquima esponjoso en posicion abaxial. Los haces vasculares transcurrentes rodeados de
esclerénquima. La nervacion del foliolo es abierta y reticulada con el término de venacion
de tipo anastomosada y margen entero. Los estomas de 3 tipos: anisociticos, anomociticos
y diaciticos con presencia de cloroplastos en sus células oclusivas. Los diversos tipos de
tricomas presentes son: pluricelulares monoliformes, pluricelulares de aspecto glanduloso,
unicelulares lineales, multicelulares y tectores simples unicelulares. Los cristales de oxalato
de calcio del tipo estiloide y solitario. Los tipos de células del esclerénquima son:
braquiesclereidas, macroesclereidas, fibras septadas, xilicas, fibrotraqueidas y traqueidas.
Los tubos cribosos, vasos perforados y granulos de almidon.

c) El indice de estomas debe ser de aproximadamente 16 estomas/100 células.

d) En el tamizaje fitoquimico se deben encontrar los siguientes metabolitos secundarios:
Alcaloides, mucilagos, grasas, taninos, saponinas (estandar de saponinas, p-sitosterol y

estigmasterol), flavonoides (apigenina) y antronas.

2. Caracteristicas de la droga seca

a) Para verificar que la materia prima utilizada en la elaboracion de la droga vegetal
presenta caracteristicas de pureza, condiciones de almacenamiento y conservacion que
evitan las reacciones de enmohecimiento y contaminacion bacteriana; se debe obtener un

porcentaje de humedad de 8.98%.

b) Para verificar que la materia se encuentra pura, es decir sin la adicién de material
inorgénico o trazas de fertilizantes que adulteran su composicion quimica, debe de poseer

9.50% de cenizas totales.
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B. Hymenaea courbaril Lasseigne.

1. Caracteristicas de la droga fresca

a) Debe de presentar las siguientes caracteristicas macroscopicas para que sea identificada
como H. courbaril comparada con la Flora de Guatemala: Las hojas son de tipo alternas
asimétricas inequilateras, compuestas por un par de foliolos de 5-10 cm de largo incluyendo
el peciolo, apice cordado; flores grandes blanco verdosas de 3.5 cm de diametro. Los frutos
son vainas de 10 cm de largo por 4 cm de ancho y contienen 3-4 semillas. Los frutos son de
tipo legumbre con una céascara lefiosa muy dura, pero entre la cascara y las semillas tiene un

polvo blanco.

b) H. courbaril debe de presentar las siguientes caracteristicas micromorfoldgicas para su
correcta identificacion microscopica: El tejido vascular del foliolo, peci6lulo y peciolo en
posicién central; el haz vascular del foliolo de forma bicolateral, el del peciolo colateral
abierta y el del pecidlulo perifloematico. Los haces vasculares del peciolo forman un anillo
continuo semejante a una estela del tipo sifonostela-euestela. EI xilema en posicion endarco
y del tipo doble helicada para el foliolo, peci6lulo y peciolo; ademés para estos 2 ultimos
helicada laxa. Se observan placas perforadas simples. El colénquima es del tipo lagunar y
con presencia de canales resiniferos, el parénquima medular se observa unicamente en el
peciolo. La ldmina foliar bifacial presenta 2-3 capas de parénquima en empalizada en
disposicion adaxial y el resto del esponjoso integrado por 8-9 capas en disposicion abaxial.
Los haces vasculares transcurrentes dispuestos en forma vertical rodeados de parénquima.
Presenta una venacion abierta y reticulada, el término de esta es anastomosada. Se
presentan células de la hipodermis o de corcho. Los estomas del tipo diaciticos sin
presencia de cloroplastos en sus células oclusivas. Los tipos de tricomas presentes son:
tectores simples y glandulares biseriados. Posee cristales de oxalato de calcio del tipo arena
y solitario. Los tipos de células del esclerénquima son: braquiesclereidas, macroesclereidas
y fibras esclerenquimaticas. Se observaron otros tipos de fibras con incrustaciones de

cristales solitarios de oxalato de calcio.
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c) El indice de estomas que presenta es de 25 estomas/100 células con un rango entre
(19.00 - 31.00).

d) Por cada célula epidérmica hay 5.00 células del clorénquima en empalizada con un
rango de (4.5 -5.5).

e) El tamizaje fitoquimico que debe de mostrar para contribuir a su accion antifingica es la
siguiente: Mucilagos, alcaloides, grasas, aceites volatiles (cariofileno), taninos, saponinas
(estdndar de saponinas, B-sitosterol y estigmasterol), flavonoides (apigenina y 4cido
clorogénico) y antronas.

2. Caracteristicas de la droga seca

a) Para verificar que la materia prima utilizada en la elaboracion de la droga vegetal
presenta caracteristicas de pureza, condiciones de almacenamiento y conservacion que
evitan las reacciones de enmohecimiento y contaminacion bacteriana; se debe obtener un

porcentaje de humedad de 6.88%.

b) Para verificar que la materia se encuentra pura, es decir sin la adicion de material
inorganico o trazas de fertilizantes que adulteran su composicion quimica, debe de poseer

3.62% de cenizas totales.

C. Phaseolus lunatus Linn.

1. Caracteristicas de la droga seca

a) Debe de presentar las siguientes caracteristicas macroscopicas para que sea identificada
como P. lunatus comparada con la Flora de Guatemala: Las hojas trifoliadas, foliolos
ovados con apice deltoide, base redondeada glabros o esparcidamente pubescentes, con
margen entero, estipulas pequefias lanceoladas, inflorescencia axilar o lateral en
pseudoracimos cortos o alargados hasta 25 cm de largo; flores con estandarte verde, alas y

quillas blancas, lilas o parpuras, de 1.5 cm de largo, caliz campanulado 2-3 mm de largo,
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estandarte ancho y plano, semillas 2-4 reniforme, comprimida, de color negro, gris café o
moteado. Las raices fibrosas y tuberosas, tallos glabros de 0.5-4 m de largo.

b) P. lunatus debe de presentar las siguientes caracteristicas micromorfoldgicas para su
correcta identificacion: El tejido vascular del foliolo, pecidlulo y peciolo en posicion
central; el haz vascular es del tipo colateral cerrado para el foliolo y perifloemético para el
pecidlulo y peciolo. Los haces vasculares del peciolo forman un anillo continuo semejante a
una estela del tipo sifonostela-euestela. El xilema en posicion endarco y del tipo helicoidal
laxa para foliolo, peciolulo y peciolo, para el primero también doble helicada mientras que
en el pecidlulo y peciolo helicoidal anular; ademés se observan los vasos del xilema
perforados con puntuaciones escalariformes y las placas perforadas simples. Se evidencian
vasos del floema. El colénquima es del tipo anular, el parénguima medular se observa
unicamente en el peciolo en abundante cantidad. La lamina foliar presenta una hoja
bifacial, con 1-2 capas de parénquima en empalizada dirigidas hacia la epidermis adaxial y
de 3-4 capas de parénquima esponjoso con espacios intercelulares en disposicion abaxial.
En la nervadura central del foliolo hay una protuberancia formada por colénquima
desplazada hacia la epidermis adaxial. Presenta una venacion abierta y reticulada, el
término de esta es anastomosada. Se presentan células de la hipodermis o de corcho. Los
estomas son paraciticos sin presencia de cloroplastos en sus células oclusivas. Los tipos de
tricomas presentes son: glandulares brevifurcados con bases de 10 células en disposicion
radial, uncinados de revestimiento, glandulares secretores, unicelulares lineales con bases
de 6-7 células y protectores. Posee cristales de oxalato de calcio del tipo: solitarios,
estiloides y arenas. Los tipos de células del esclerénquima son: braquiesclereidas,
macroesclereidas, fibroesclereidas y fibrotraqueidas. Se observan otros tipos de fibras
alargadas con extremos ahusados. Se encuentran cromoplastos del tipo globuloso en el

foliolo y solamente en la semilla amiloplastos ovalados.

c) El indice de estomas es de 22 estomas/100 células con un rango entre (19.00 — 32.00).

d) Por cada célula epidéermica hay 10 celulas del cloréngquima en empalizada, con un rango
entre (8-12.5).
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e) El tamizaje fitoquimico que debe de mostrar para contribuir a su accién antifangica es el
siguiente: Alcaloides, mucilagos, grasas, taninos, saponinas (estandar de saponinas, B-

sitosterol y estigmasterol), flavonoides (apigenina) y antraquinonas.

2. Caracteristicas de la droga seca

a) Para verificar que la materia prima utilizada en la elaboracion de la droga vegetal
presenta caracteristicas de pureza, condiciones de almacenamiento y conservacion que
evitan las reacciones de enmohecimiento y contaminacién bacteriana; se debe obtener un

porcentaje de humedad de 9.92%.

b) Para verificar que la materia se encuentra pura, es decir sin la adicion de material
inorganico o trazas de fertilizantes que adulteran su composicion quimica, debe de poseer

10.90% de cenizas totales.

D. Senna occidentalis Britt. & Rose.

1. Caracteristicas de la droga fresca

a) Debe de presentar las siguientes caracteristicas macroscopicas para que sea identificada
como S. occidentalis comparada con la Flora de Guatemala: Las hojas poseen un tamafio de
10-30 cm de largo en racimos axilares, sépalos de 6-9 mm; flores con pétalos amarillos de 2
cm, fruto en vaina café oscuro, linear, plano, de 6-12 cm de largo por 6-9 mm de ancho.
Las semillas ovales café-olivo de 3-4 mm de largo. Los foliolos de 4-6 pares ovalados,
lanceolados, agudos o acuminados de 3-7 cm; hojas de 10-30 cm de largo, con margen

dentado; racimos axilares y sepalos de 6-9 mm.

b) S. occidentalis debe de presentar las siguientes caracteristicas micromorfoldgicas para
su correcta identificacion: El tejido vascular del foliolo, peciélulo y peciolo en posicién
central; el haz vascular es del tipo colateral cerrado para el foliolo y peciolo mientras que
para el peciolulo perifloematico. Los haces vasculares del peciolo forman un anillo

continuo semejante a una estela del tipo sifonostela-euestela. El xilema en posicién endarco
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y del tipo helicoidal laxa y doble helicada para el foliolo a diferencia del peciélulo y
peciolo en donde es helicoidal laxa y anular. El colénquima anular es abundante en el
foliolo y pecidlulo, ademas en el foliolo se observan pigmentos antocianicos fucsia en el
colénquima, parénquima en empaliza, esponjoso y en su terminacion. El parénquima
medular se observa Unicamente en el peciolo en gran cantidad. La l&mina foliar presenta
una hoja bifacial, con solo una capa de parénquima en empalizada dirigida hacia la
epidermis adaxial y con 4 capas de parénquima esponjoso separadas por espacios
intercelulares en disposicion abaxial; se visualizan haces vasculares transcurrentes en forma
vertical rodeados de parénquima. Presenta una venacion abierta y reticulada, el término de
esta es anastomosada. Los estomas son diaciticos sin presencia de cloroplastos en sus
células oclusivas, ademas se observan glandulas capitadas. Los tipos de tricomas presentes
son: glandulares multicelulares, glandulares unicelulares, de aspecto glanduloso, uncinados
de revestimiento, estrigosos en el borde, unicelulares lineales y tectores de cobertura. Posee
cristales de oxalato de calcio en forma de arenas, drusas y solitarios. Los tipos de células
del esclerénquima son: braquiesclereidas, macroesclereidas, fibroesclereidas. Se observan

otros tipos de fibras alargadas con extremos ahusados.

c) Elindice de estomas de 24 estomas/100 células con un rango entre (21.00 — 27.00).

d) Por cada célula epidérmica hay 7 células del clorénquima en empalizada, con un rango
entre (6-7.25).

e) El tamizaje fitoquimico que debe de mostrar para contribuir a su accion antifingica es la
siguiente: Mucilagos, grasas, aceites volatiles (nerol), taninos, saponinas (estandar de
saponinas, B-sitosterol, estigmasterol), flavonoides (apigenina y 4&cido clorogénico),

antraquinonas y antronas.

2. Caracteristicas de la droga seca

a) Para verificar que la materia prima utilizada en la elaboracion de la droga vegetal

presenta caracteristicas de pureza, condiciones de almacenamiento y conservacion que
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evitan las reacciones de enmohecimiento y contaminacion bacteriana; se debe obtener un
porcentaje de humedad de 6.56%.

b) Para verificar que la materia se encuentra pura, es decir sin la adicion de material
inorganico o trazas de fertilizantes que adulteran su composicion quimica, debe de poseer
0.19% de cenizas totales.



