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RESUMEN

Piper aduncum L. (Piperaceae) es una especie arbustiva umbrofila que se encuentra generalmente en suelos con elevado
contenido de materia organica y humedad. De las hojas se extrae aceite esencial con accion insecticida, fungicida y
bactericida, con una amplia utilizacion en el sector agrario y medicinal. El objetivo del trabajo fue caracterizar el limbo
de P. aduncum. Se efectud la caracterizacion anatdomica e histoquimica de la seccion transversal y la caracterizacion
anatomica de la seccion paradérmica apical, mediana y basal del limbo. Para ello las hojas fueron preparadas con las técnicas
tradicionales de microscopia de luz y microscopia electronica. El mesofilo es dorsiventral con capas subcelulares en ambas
epidermis. En la epidermis y las capas subcelulares solo se encontro la presencia de proteinas totales. En el parénquima
en empalizada y en el parénquima esponjoso fueron observados almidon, lipidos totales e insaturados. En el parénquima
fundamental fueron encontrados almidon, proteina, lipidos totales, ortodihidroxifenoles y terpenoides con grupo carbonilo.
Estan presentes idioblastos unicelulares en las capas subcelulares de la epidermis del mesofilo hipoestomatico, los estomas
son tetraciticos y salientes. En los idioblastos oleiferos fue detectada la presencia de lipidos totales, ortodihidroxifenoles,
lactonas sesquiterpénicas y terpenoides con grupo carbonilo. Fueron observados tricomas tectores unicelulares cortos, de
extremos agudos, pluricelulares de extremos agudos y capitados, y tricomas glandulares saculares y glandulas perladas. En
la porcion basal de los tricomas tectores fueron encontradas proteinas totales y en los tricomas saculares, proteina, lipidos
totales y ortodihidroxifenoles.

PALABRAS CLAVE: Anatomia, Piperaceae, variabilidad morfologica.

ABSTRACT

Piper aduncum L. is a shrub specie, found mainly in soil with elevated organic matter and humidity. The essential oil
containing insecticide and bactericide action, and also has broad application in agricultural and medicinal areas. The
objective of this study is to characterize the lamina of P. aduncum. There was realized anatomical and histochemical
characterization of paradermic, and anatomical characterization of transversal sections from apical region, median and
basal of leaf blade, prepared according to usual technique of light and electronic microscopy of scaning. The mesophyll is
dorsiventral with subcelular layer in both epiderms. In the epidermis and subcelular layers, it was only found the presence of
total protein. In the palisade and spongyous parenchyma were found starch total and insaturated lipids. In the fundamental
parenchyma there were visualized starch, protein, total lipids, ortodihidroxiphenols and terpenoid with carbonil group.
There are present unicellular idioblasts in subcelular layers, epiderm or mesophyll. It is hipoestomatic, contains tetracitic
stomates. There were observed short trichome tector unicellular with fine cap, pluricelular with fine cap and glandular sac-
like trichome and perolated glandula. In the basal portion of the tector trichomes there were found total protein. In the oil
idioblast there were observed the presence of total lipids, ortodihidroxiphenols, sesquiterpenic lactones and terpenoid with
carbonil group, while it was possible to observe in the sac-like trichomes, protein, total lipids and ortodihidroxiphenols.

KeywoRrbps: Anatomy, Piperaceae, morphological variability.
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INTRODUCCION

Piper aduncum L. (Piperaceae) es conocido popularmente
como falso-jaborandi, aperta-rudo y cordoncillo, es un
arbusto con propiedades medicinales nativo de América
tropical y ampliamente distribuida en casi todo el territorio
brasilefio. Es una planta umbrofila, encontrada en varias
estructuras boscosas, especialmente en suelos con elevado
contenido de materia organica y humedad (Lorenzi & Matos
2002).

De sus hojas se extrae alto contenido de aceite esencial
(1,8-2,2%), el cual es utilizado en la agricultura debido a su
accion insecticida (Fazolin et al. 2005, Estrela et al. 2006,
Fazolin et al. 2007) y fungicida (Bastos & Albuquerque
2004, Navickiene et al. 2006). Ademas es utilizado en
tratamiento contra microorganismos patogenos al ser
humano (Fidalgo et al. 2004, Duarte et al. 2005).

El conocimiento de las caracteristicas anatomicas
e histoquimicas de los &rganos responsables por la
sintesis y almacenamiento de los principios activos de las
plantas, es de fundamental importancia en las decisiones
agrondémicas, auxiliando la planificacion de estrategias
especificas para el manejo postcosecha de los cultivos de
las plantas medicinales (Reis & Mariot 2001). En cuanto
al aspecto estructural del limbo, su descripcion posibilita la
identificacion de especies de interés en su estado vegetativo,
especialmente en aquellos locales donde se encuentran otras
especies del mismo género.

La caracteristicas morfologicas y anatomicas de
las especies del género Piper han sido ampliamente
estudiadas en P diospyrifolium Kunth (Souza et al
2004), P crassinervium Kunth (Albiero et al. 2005a),
P gaudichaudianum Kuntze (Albiero et al. 2005b) y P,
hispidum Sw. (Albiero et al. 2006). Se sabe que la presencia
de células secretoras de aceite es comun en especies de
Piperaceae (Metcalfe & Chalk 1957, Barroso et al. 1978), i.
e. en el parénquima, colénquima, tejido vascular del peciolo
y de la vena central y mesodfilo o células subepidérmicas
de Peperomia dahlstedtii, Ottonia martiana 'y Piper
diospyrifolium (Souza et al. 2004). Sin embargo, para P,
aduncum se encontr6 la referencia de Vianna & Akisue
(1997), sin informacion sobre la caracterizacion anatémica
de la especie, utilizando microscopia electronica de barrido.
Hasta el momento no se han reportado referencias sobre la
realizacion de pruebas histoquimicas para estas especies,
ain no hay estudios que involucran la identificacion de
los aceites esenciales que se encuentran en las especies del
género Piper (Parmar et al. 1997), incluyendo P. aduncum
(Maia et al. 1998).

El objetivo de este estudio era caracterizar
estructuralmente el limbo de P aduncum, mostrando
caracteres de mayor importancia para su identificacion. La
informacion de las estructuras obtenidas en este estudio
puede complementar la caracterizacién eco-fisioldgica
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de la especie y ofrecer elementos para la identificacion
macro y microscopica de compuestos fitoterapéuticos
producidos a partir de ese d6rgano vegetal. Ademas, los
resultados de las pruebas histoquimicas pueden servir como
elementos de comparacion cualitativa en la identificacion
de medicamentos fitoterapéuticos y en la prospeccion de los
principios activos vegetales que produce la planta (Fank-de-
Carvalho & Graciano-Ribeiro 2005).

MATERIALES Y METODOS

Tres ramas plagiotropicas fueron recolectadas en el
Campus de la Universidad Federal de Lavras, identificados
taxonomicamente y depositadas en el Herbario de la
Universidad Federal de Lavras, con el numero de registro
20275.

Después de la identificacion taxondmica, un par de hojas
completamente desarrolladas, localizadas en el tercer nudo
a partir de la yema apical de las ramas plagiotropicas, fueron
recolectadas de cinco especimenes de Piper aduncum, para
un total de diez hojas por tratamiento.

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Para la caracterizacion anatomica de la especie se utilizd
microscopia de luz y las estructuras utilizadas fueron fijadas
en etanol al 70%. Se analizo la seccion transversal del limbo
de la hoja, los cortes de esta seccion se realizaron con bisturi
y luego fueron clareados con hipoclorito de sodio comercial
diluido al 50%, después lavadas con agua destilada, tefiidas
con safrablal (safranina y azul de Astra, 1:1), y nuevamente
lavadas en agua destilada (Bukatsch 1972). Las secciones
paradérmicas se obtuvieron por la disociacion quimica
de las epidermis adaxial y abaxial, sumergiéndolas en
fragmentos de 1 cm? en una mezcla de Jeffrey (acido nitrico
y acido cromico al 10%, 1:1), durante 12 h (Johansen 1940).
La epidermis adaxial fue clareada en hipoclorito de sodio
comercial diluido al 50%, seguido de un lavado en agua
destilada, tefiida con safranina 1% y lavadas nuevamente en
agua destilada (Johansen 1940). La epidermis abaxial no fue
clareada, ya que quedo transparente después de la disociacion
quimica. Se obtuvieron preparaciones semipermanentes con
agua glicerinada (1:1), para ser analizadas y fotografiadas
en un microscopio Olympus modelo BX 60, con una camara
digital Canon A630.

Para la caracterizacion anatomica por medio de
microscopia electronica de barrido, los fragmentos de la
region media del limbo fueron fijados en solucion Karnovsky
modificado (Glutaraldeido 2,5%, formaldehido 2,5%,
buffer cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M),
y almacenados en refrigerador por un mes. Las secciones
paradérmicas fueron lavadas con un buffer cacodilato y
fijadas en tetroxido de osmio 1% por 2 h, deshidratadas
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en gradiente progresivo de acetona, luego sometidas a un
secado a un punto critico (BAL-TEC, modelo CPD-030,
Principality of Liechtenstein), por ultimo montadas en placas
de aluminio con doble cinta y metalizadas en evaporador de
oro Sputtering (BAL-TEC, modelo SCD-050, Principality
of Liechtenstein). Para obtener las secciones transversales,
las muestras fueron sumergidas en una solucion de glicerol
30% en agua destilada por 30 min, congeladas en nitrogeno
liquido y segmentadas con un bisturi. Las secciones fueron
posteriormente fijadas en tetroxido de osmio y preparadas
conforme fue descrito anteriormente. Todas las secciones
fueron analizadas en microscopio electronico de barrido
(LEO, modelo EVO 40 XVP, Cambrigde-UK).

ANALISIS HISTOQUIMICO

La caracterizacion histoquimica de las secciones
transversales se realizé mediante el uso de microscopia de
luz, los cortes manuales de las secciones de la region media
del limbo fueron obtenidos de muestras frescas. La tincion
de las secciones se realizo con la finalidad de identificar
la presencia y localizacion de los diferentes compuestos
quimicos, asi: lugol para compuestos con almidén, azul
de comassie R250 para proteinas totales, floroglucinol en
medio acido para ligninas, Sudan III para lipidos totales,
tetroxido de osmio para lipidos insaturados, acido sulfurico
para lactonas sesquiterpénicas, dinitrofenilhidrazina
para terpenoides con grupo carbonilo, cloruro férrico y
dicromato de potasio para compuestos fenolicos generales
(ortodihidroxifenoles) y vainillina clorhidrica para taninos
(Johansen 1940). Las secciones fueron semipermanentes
colocando agua glicerinada (1:1) o en su propio medio, de
acuerdo a la especificacion del método (Ascensao 2004).

ANALISIS DE LOS ACEITES ESENCIALES

La muestra utilizada fue de 30 g de hojas secas sometidas
a hidrodestilacion en 1 litro de agua destilada en el aparato
de Clevenger modificado (Gottlieb & Magalhaes 1960). El
hidrolato obtenido fue extraido con diclorometano en una
proporcion de % del total, dividido en tres lavados. Como
desecante se agregod sulfato de magnesio anhidro durante
24 horas. Después de ese periodo la solucion fue filtrada
y mantenida en un frasco de vidrio cubierto con papel
aluminio, colocado en el extractor a temperatura ambiente
para la evaporacion del diclorometano y luego realizada la
determinacion del porcentaje (%) de aceite esencial.

Las muestras fueron identificadas en el cromatografo
de gas acoplado a un espectrometro de masas CG-EM,
Shimadzu QP5050A (Kyoto,Japon), utilizando las siguientes
condiciones: columna CBP-5 (Shimadzu) conteniendo
silica (30 mm de largo x 0,25 mm de didmetro interno x 0,25
um de espesor, compuesto de fenilmetilpolisiloxano 5%) y
conectada a un detector cuadruplo operado a 70 eV, con
intervalos de masa entre 40 — 400 p, a razén de 0,5 scans s7;
gas: He (1 ml s'); inyector y temperatura de interfase a 220

°C y 240 °C, respectivamente, la razén de flujo fue 1:20. El
volumen de inyeccion fue de 0,2 pl (20% en CH,CL,) en flujo
y temperatura de 60 °C y 246 °C, con aumento de 3 °C min’,
10 °C min™ hasta 270 °C, manteniéndose la temperatura final
por cinco minutos. La identificacion de los constituyentes
fue realizada por comparacion automatica y manuales de los
espectros de masas obtenidas en las bibliotecas NIST/EPA/
NIH (1998). La comparacion de los espectros de masas e
indices de retencion (IR) con la literatura de Adams (2001)
y la co-inyeccion con padrones auténticos. Los IR fueron
calculados a partir de la co-inyecciéon con una mezcla de
hidrocarbonatos y C, —~C,, (Sigma, EUA), ademas de la
aplicacion de la ecuacion de Van den Dool & Kratz (1963).
Las concentraciones relativas de los compuestos fueron
calculadas a partir de las areas de los picks y expresadas en
valores medidos en los tres analisis.

RESULTADOS

CARACTERIZACION ESTRUCTURAL

Los haces vasculares de la nervadura central son del tipo
colateral abierto, se encontr6 una reduccion de los nimeros
de haces vasculares desde la base al apice de las hojas,
presentandose de 1 a 6 a lo largo del limbo (Fig. 1). El
aumento del nimero de haces ocurre exactamente cuando
se encuentra una nervadura de segundo orden.

En la region central de la nervadura, el colénquima es
angular y se encuentra dispuesto en la superficie abaxial
y adaxial de las células subepidérmicas (Fig. 1b-d). A
medida que aumenta el nimero de haces vasculares, el
colénquima se restringe a las células subepidérmicas de
las regiones ramificadas de la nervadura central (Fig. le-
g). El colénquima encierra un niimero variado de hileras de
células. En la region de transicion entre el nervio central
y la region media de la hoja, las capas subcelulares son
interrumpidas por las células colenquimaticas (Fig. 2). En el
mesofilo las células de la nervadura son de menor tamafio,
dado que en la nervadura central estan rodeadas por una
envoltura de células del parénquima, que es simple en las
de menor tamafio y doble o el triple pero discontinuas en
algunos puntos alrededor de los haces vasculares de la
nervadura central.

La seccion transversal de la region media de la hoja en
P aduncum (Fig. 2) posee una epidermis adaxial y abaxial
de formas variables, con células con una tendencia a ser
rectangulares y alargadas en sentido periclinal (Fig. 2a-c).
Debajo de ambas epidermis se observo la presencia de una
a dos capas de células grandes, desprovistas de cloroplastos
(Fig. 2a-c). Esa capa de células es siempre continua y
ubicada debajo de la epidermis adaxial; sin embargo, es
menor y algunas veces ausente en la parte abaxial (Fig. 2a-
¢). No fue posible la distincion entre hipodermis o epidermis
multiseriada, sin embargo, la identificacion correcta del
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tejido solo es posible con un estudio ontogénico de la hoja.

El mesofilo foliar estd compuesto de parénquima con
clorofila en disposicion dorsiventral (Fig. 2b), ademas
de presentar un estrato de parénquima en empalizada,
el segundo estrato presenta una transicion morfologica
entre parénquima en empalizada y esponjoso (Fig. 2b). El
parénquima esponjoso esta conformado por tres a cuatro
capas de células isodiamétricas con disposicion aleatoria y
con pocos espacios intercelulares del tipo meatos (Fig. 2b).

Se observo la presencia de idioblastos unicelulares de
varios tamafos (Fig. 2a-g); a veces mayores a las demas
células, que mostraban una distribucion variada en la hoja,
localizadas sobre una leve depresion al mismo nivel de las
células vecinas, principalmente en las capas subcelulares y
en el lado abaxial de la epidermis (Fig. 2b), o distribuidos
a lo largo del mesofilo (Fig. 2a, 2¢, 2f y 2g). Cuando estan
en el mesofilo los idioblastos tienen forma redonda, cuando
estan insertos en la epidermis tienen forma ovalada. Los
idioblastos estan rodeados por células epidérmicas alargadas,
dispuestas radialmente en forma de roseta (Fig. 2f y 2g).
No se observo la presencia de ningtn idioblasto cristalino
en la capa subcelular. Algunos idioblastos sobresalen de
la epidermis y se pueden ver detalladamente en una vista
superior (Fig. 2e).

En la seccion paradérmica, las células epidérmicas de
ambas superficies foliares tienen forma variada: poligonales,
cubicas y rectangulares, alargadas en el sentido periclinal,
con un contorno liso y recubierto por una cuticula delgada
(Fig. 3a-f).

Se observo la presencia de estomas solo en la
superficie abaxial del limbo, clasificando como una hoja
hipoestomatica, con complejos estomaticos tipo tetraciticos
(Fig. 3b-c). Como se puede observar en la Figura 3d, los
estomas de P. aduncum son sobresalientes.

Se observaron tricomas tectores (Fig. 4a-b) y
tricomas glandulares (Figs. 4c-g), distribuidos en ambas
superficies del limbo. Los dos tipos de tricomas tectores
encontrados fueron: unicelular, corto, de apice agudo (Fig.
4b) y pluricelular de 4pice agudo (Fig. 3a). Los tricomas
unicelulares y pluricelulares poseen una base rodeada
por células epidérmicas dispuestas en roseta. En el limbo
los tricomas unicelulares fueron encontrados en mayor
abundancia, mientras que los tricomas pluricelulares estaban
restringidos a las nervaduras, y los tricomas capitados
solamente a la nervura central, siendo alin mas raros.

Los tricomas glandulares son de tres tipos morfologicos:
a) con pedunculo nitido y parte secretora unicelular y de
forma globular (Fig. 4d-e); b) con pedinculo mas corto e
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insertado entre las células epidérmicas y la parte secretora
ovoide, cubierto con una cuticula curvada sobre la epidermis
(Fig. 4f y 4g) y c) con base similar al tricoma pluricelular,
y con una parte secretora ovoide en las extremidades del
apice (Fig. 4c). El mas comun fue el tricoma glandular
ovoide, que se encontrd distribuido en ambas superficies
del limbo. Tanto los tricomas glandulares globulares como
pluricelulares capitados son raros y localizados sélo en la
epidermis abaxial. El tricoma glandular globular, por un
proceso de abscision, presenta una cicatriz, como se puede
ver en la Figura 4e (flecha).

ANALISIS HISTOQUIMICO

Se verifico la presencia de almidén (Fig. Sa-c) en todo el
tejido en empalizada y esponjoso de mesofilo foliar (Fig.
5a) y en menor cantidad en el parénquima fundamental
de la nervadura central, especialmente cerca de los haces
vasculares (Fig. 5b). El almidén se encontré almacenado
en grandes granulos que ocupan casi todo el cloroplasto,
distribuidos a lo largo de las células del tejido en empalizada
y esponjoso. La presencia fue confirmada en las células
guarda de los estomas (Fig. 5a, flecha).

Proteinas totales fueron encontradas en todo el limbo,
excepto en los parénquimas en empalizada y esponjoso
(Fig. 5d-h, 5j). Las proteinas fueron encontradas en la
porcion basal de los tricomas tectores (Fig. 5f) y en la
porcion secretora de los tricomas globulares (Fig. 5g y 5h),
no fueron detectadas en la glandula perlada (Fig. 5i) ni en
los idioblastos oleiferos (Fig. 5j).

Unicamente en el parénquima empalizada y esponjoso
se demostro la presencia de lipidos insaturados (Fig. Sk-
p), mientras que la presencia de lipidos totales se observo
en todo el parénquima del limbo (Fig. 5g-t), en la porcion
secretora de los tricomas globulares (Fig. 5s) y en los
idioblastos oleiferos (Fig. 5t).

La presencia de lignina se limit6 a las fibras sobre el
floema y en las paredes del xilema (Fig. 6a-b), los taninos
estuvieron ausentes (Fig. 6¢). En los idioblastos oleiferos,
se detectd la presencia de ortodihidroxifenoles (Fig. 6d-h),
lactonas sesquiterpénicas (Fig. 6i) y terpenoides con grupo
carbonilo (Fig. 6j). Distribuidos al azar en el parénquima
fundamental, también se encontraron ortodihidroxifenoles
(Fig. 6g) y terpenoides con grupo carbonilo (Fig. 6k). En los
tricomas saculares solo se encontraron ortodihidroxifenoles
(Fig. 6h).

Elresumen de la histolocalizacion se presenta en la Tabla
I. La histolocalizacion de los compuestos del metabolismo
secundario puede ser observada en la Tabla II.
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FiGura 1. (a) Fotografia de una hoja indicando las regiones con un aumento progresivo del numero de haces vasculares, desde el apice hacia
la base de Piper aduncum, (b-g) Fotomicrografias de la nervadura central mostrando el aumento en el nimero de haces vasculares en cada
intervalo, entre el encuentro con la nervadura principal y las de segundo orden. C: Colénquima, FV: Paquete vascular.

FiGurEe 1. (a) Photograph of a sheet indicating the regions with progressively increasing number of vascular bundle, the meaning is the apex
to the base of Piper aduncum, (b-g) photomicrograph of midrib showing the increase in the number of bundle in each vascular interval
between the encounter with the main ribs and the second order. C: Collenchyma, FV: Vascular bundle.
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Ficura 2. Detalle de la seccion transversal (Figuras a-e, g) y de la paradérmica (f) del limbo de Piper aduncum. (a) Microscopia electronica
de barrido, (b-c) Fotomicrografia, (d) Microscopia electronica de barrido evidenciando la presencia de idioblasto oleifero, (¢) Microscopia
electronica de barrido evidenciando la parte superior del idioblasto oleifero, (f) Microscopia electronica de barrido mostrando el idioblasto
oleifero insertado en el mesodfilo, (g) Microscopia electronica de barrido evidenciando el idioblasto oleifero del mesofilo, exponiendo
el contenido interno y numero de granos de almidén en los parénquimas. Csi: Capa subcelular inferior, Css: Capa subcelular superior,
Eab: Epidermis abaxial, Ead: Epidermis adaxial, lo: Idioblasto oleifero, Pe: Parénquima esponjoso, Pp: Parénquima en empalizado, Pt:
Parénquima de transicion.

FiGure 2. Detail of the transverse section (Figures a-e, g) and paradermic (f) of the lamina of Piper aduncum. (a) Scanning electron
microscopy, (b-¢) micrograph, (d) Scanning electron microscopy showing the presence of oil idioblasts, (¢) Scanning electron microscopy
showing the top of oil idioblasts, (f) Scanning electron microscopy showing the inserted oil idioblasts in the mesophyll, (g) Scanning
electron microscopy showing the mesophyll oil idioblasts , exposing the internal contents and numerous grains of starch in the parenchyma.
Csi: Subcellular lower layer, Css: Subcellular upper layer higher, Eab: abaxial epidermis, Ead: adaxial epidermis, lo: Oil idioblasts, Pe:
spongy parenchyma, Pp: palisade parenchyma, Pt: transitional parenchyma.
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FiGura 3. Seccion paradérmica (3a-c y 3e-f) y transversal (3d) del limbo Piper aduncum. (a) Microscopia electronica de barrido de
la superficie abaxial, (b) Fotomicrografia con evidencia de estomas tetraciticos, (c) Microscopia de barrido con evidencia de estomas
tetraciticos, (d) Fotomicrografia con evidencia de los estomas salientes (flecha), (¢) Microscopia de barrido de la superficie adaxial, (f)
Fotomicrografia de la superficie adaxial. E: Estomas, Tgs: Tricoma glandula sacular, Ttu: Tricoma tector unicelular.

FiGure 3. Paradermic section (3a-c and 3e-f) and transverse (3d) of Piper aduncum limbo. (a) Scanning electron microscopy of abaxial
surface, (b) Photomicrograph with evidence of stomata tetracytic, (¢) scanning microscopy evidence tetracytic stomata, (d) Photomicrograph
with evidence of stomata projections (arrow), (¢) Scanning electron microscopy of adaxial surface, (f) Photomicrograph of the adaxial
surface. E: Stomata, Tgs: Sac-like trichomes, Ttu: Unicellular tector trichomes.
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Ficura 4. Microscopia electronica de barrido (4a-b, y 4d-g) de la seccion paradérmica y transversal de la superficie abaxial y fotomicrografia
(4c) de la seccion transversal del limbo de Piper aduncum. (a) Evidencia de la nervadura media recubierta por tricomas tectores, (b)
Tricoma tector unicelular, (¢) Tricoma tector capitado, (d-e) Tricoma glandular globular, (f-g) Tricoma glandular fusiforme. P: Pedtinculo,
Ps: Parte secretora unicelulares.

FIGURE 4. Scanning electron microscopy (4a-b, and 4d-g) paradermic and transverse section of the abaxial surface and photomicrograph (4c)
of the transverse section from the limbo of Piper aduncum. (a) Evidence of the midrib covered with tector trichomes, (b) Unicellular tector
trichome, (c) Capitate tector trichomes, (d-e) Globular glandular trichome (f-g) Fusiform glandular trichome. P: Shank, Ps: Unicellular
secretory part.
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Ficura 5. Fotomicrografia de las secciones transversales del limbo de Piper aduncum, tefiidas con lugol (5a-c), azul de comassie (5d-j),
tetroxido de osmio (5k-p) y Sudan (5g-t). (a) Mesofilo y célula oclusiva (flecha) intensamente tefiidos de rojo, (b) Nervadura central con
tricoma glandular sacular (flecha) y tricomas tectores sin tefiir, (c) Parénquima fundamental con acimulo de almidon (flecha), (d) Mesoéfilo
no tefiido de azul, (e) Nervadura central con parénquima fundamental intensamente tefiido, (f) Tricoma tector evidenciando base tefiida
(flecha), (g) Tricoma glandular sacular evidenciando porcidn secretora tefiida (flecha), (h) Tricoma glandular sacular evidenciando porcion
secretora y base tefiida (flecha), (i) Tricoma glandular globular no tefiido, (j) Célula oleosa no tefiida (flecha), (k) Mesofilo tefiido de negro,
(1) Nervadura central, (m) Tricoma glandular globular no tefiido, (n-o0) Célula oleosa no tefiida, (p) Tricomas no tefiidos, (q) Mesofilo tefiido
de castafio, (r) Nervadura central, (s) Tricoma glandular sacular con porcion secretora tefiida, (t) Célula oleosa tefiida.

FiGure 5. Photomicrograph of transverse sections of the limbo of Piper aduncum, stained with iodine (5a-c), blue comassie (5d-j),
osmium tetroxide (5k-p) and Sudan (5g-t). (a) Mesophyll and guard cells (arrow) stained intensely red, (b) Midrib with evidence sac-like
glandular trichomes (arrow) and unstained tector trichomes, (¢) Fundamental parenchyma starch accumulation (arrow), (d) No blue-
stained mesophyll, (¢) Midrib fundamental parenchyma intensely stained, (f) Showing trichome base detector stained (arrow), (g) Sac-like
showing glandular trichome secretory portion stained (arrow), (h) Glandular trichome showing sac-like secretory portion and base stained
(arrow), (i) Unstained globular glandular trichomes, (j) Unstained cell oil (arrow), (k) Mesophyll dyed black, (1) Midrib, (m) Glandular
trichome globular no dyeing, (no) Unstained cell oil, (p) Trichomes not stained, (q) Mesophyll stained brown, (r) Midrib, (s) Sac-like
glandular trichome secretory proportion stained, (t) Stained cell oil.
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Ficura 6. Fotomicrografia de las secciones transversales del limbo de Piper aduncum, tefiidas con floroglucinol en medio 4cido (6a-b),
vainillina clorhidrica (6¢), cloruro férrico o dicromato de potasio (6d-h), acido sulfurico (61) y dinitrofenilhidrazina (6j-k). (a) Nervadura
central con evidencia de lignina asociada s6lo a los haces vasculares (flecha), (b) Detalle de los haces vasculares conteniendo lignina,
(c) Reaccidon negativa para tanino, (d) Nervadura central con evidencia de idioblasto oleifero conteniendo ortodihidroxifenoles (flecha),
(e) Mesofilo con idioblasto oleifero tefiido (flecha), (f) Detalle del idioblasto oleifero tefiido, (g) Compuestos fendlicos en el parénquima
fundamental (flecha), (h) Tricoma sacular con la porcion secretora tefiida (flecha), (i) Idioblasto oleifero tefiido (flecha), (j) Idioblasto
oleifero tefiido (flecha), (k) Terpenoides en el parénquima fundamental (flecha).

FIGURE 6. Photomicrograph of transverse sections of the lamina of Piper aduncum, stained with phloroglucinol in acid (6a-b), vanillin
hydrochloride (6c¢), ferric chloride or potassium dichromate (6d-h), sulfuric acid (61) and dinitrophenylhydrazine (6j -k). (a) Midrib with
evidence of associated lignin only to the vascular bundles (mushroom), (b) Detail of vascular bundles containing lignin, (c) Negative
reaction for tannin, (d) Midrib with evidence of idioblasts containing oily orthodihydroxyphenols (arrow), (¢) Mesophyll idioblasts
oil with stained (arrow), (f) Detail of oil idioblasts stained, (g) Phenolic compounds in fundamental parenchyma (arrow), (h) Sac-like
trichome stained with the secretory portion (arrow), (i) Oil idioblasts stained (arrow), (j) Oil idioblasts stained (arrow), (k) Terpenoids in
the fundamental parenchyma (arrow).
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TaBLa L. Histolocalizacion de almidon, proteinas y lipidos en hojas de Piper aduncum, mediante ensayos histoquimicos.

TaBLE L. Histolocalization starch, proteins and lipids in leaves of Piper aduncum through histochemical tests.

TEJIDO/ESTRUCTURA ANATOMICA ALMIDON PROTEINAS TOTALES ~ LiPIDOS INSATURADOS ~ LiPIDOS TOTALES
Epidermis - + - -
Capa subcelular - + - -
Parénquima en empalizada + - + +
Parénquima esponjoso + - + +
Idioblastos oleiferos - - - +
Parénquima fundamental + + - +
Célula de guarda + * - -
Tricoma tector - + - -
Tricoma globular - + - +
Glandula perlada - - * *

+ Presente / present
- Ausente / absent
* Los resultados no fueron concluyentes. / The results were inconclusive.

El contenido de aceite esencial de las hojas de P. aduncum esencial y son representados por diversos compuestos,
fue 0,63% predominando compuestos terpenoides (Tabla especialmente el oxido de cariofileno, epdxido II de
[IT). Los monoterpenos componen el 53% del aceite esencial humuleno, (E) Nerolidol y a-Copaeno. También estaban
y son representados por el linalol (mayor compuesto). Los presentes pequefias cantidades de alil benzeno safrol y de
sesquiterpenos conforman el 55% del contenido del aceite metil cetona 2- Undecanona.

TabLa II. Histolocalizacién de compuestos fendlicos y terpénicos en hojas de Piper aduncum, por medio de ensayos histoquimicos.

TaBtE 1. Histolocalization of phenolic compounds and terpenes in leaves of Piper aduncum through histochemical tests.

COMPUESTOS FENOLICOS COMPUESTOS TERPENICOS

TEJIDO/ESTRUCTURA ANATOMICA .

ORTODIHI- Lactonas TERPENICOS CON

LigNiNa TANINOS

DROXIFENOLES SESQUITERPENAS GRUPO CARBONILO
Epidermis - - - - -
Capa subcelular - - - - -
Parénquima en empalizada - - - - -
Parénquima esponjoso - - - - -
Idioblastos oleiferos - - + + +
Parénquima fundamental - - + - +
C¢élula de guarda - - - - -
Tricoma tector - - - - -
Tricoma globular - - + - -
Glandula perlada - - * * *

+ Presente / present
- Ausente / absent
* Los resultados no fueron concluyentes. / The results were inconclusive.
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TaBra III. Composicién quimica (%) del aceite esencial extraido de las hojas de Piper aduncum.

TasLE III. Chemical composition (%) of essential oil extracted from the leaves of Piper aduncum.

TR (min) Compuesto (%) IRR exp.* IRR lit.**
11,475 cis-Oxido de Linalol 2,97 1070 1072
12,067 Trans-Oxido de Linalol 1,8 1086 1086
12,558 Linalol 48,02 1099 1096
19,467 Safrol 0,67 1288 1287
19,617 2-Undecanona 0,8 1292 1294
21,475 a-Cubebeno 0,44 1346 1348
21,775 No identificado 0,44 1354 -
22,467 a-Copaeno 3,52 1374 1376
25,133 a-Humuleno 0,68 1454 1454
25,275 Allo-Aromadendreno 0,54 1458 1460
25,767 g-Muuroleno 0,39 1473 1479
26,233 b-Selineno 0,68 1487 1490
26,450 No identificado 2,27 1494 -
26,542 a-Muuroleno 0,49 1497 1500
27,083 g- adineno 1,21 1514 1513
28,517 (E) Nerolidol 4,63 1560 1563
29,000 Espatulenol 0,84 1576 1578
29,167 Oxido de Cariofileno 15,88 1581 1583
30,025 Epoxido I de Humuleno 12,85 1609 1608
31,825 No identificado 0,85 1670 -

* El resultado obtenido en el experimento / The result obtained in the experiment.
** Resultados descritos en la literatura / Results described in the literature.

DISCUSION

Vianna & Akisue (1997) realizaron estudios con individuos
de Piper aduncum del Estado de Sao Paulo, Brasil,
observando un aumento en el nimero de haces vasculares de
la nervadura central del 4pice a la base foliar, confirmando
lo reportado en P. diospyrifolium (Souza et al. 2004), P.
crassinervium (Albiero et al. 2005a), P. gaudichaudianum
(Albiero et al. 2005b) y P. hispidum (Albiero et al. 2000).
Sin embargo, en cuanto a los haces vasculares primarios y
secundarios no hubo relacion.

Vianna & Akisue (1997) relatan que en P. aduncum
el colénquima es angular, siempre continuo, formado por
ocho a nueve hileras de células en la superficie abaxial y
de cuatro a cinco hileras de células en la superficie adaxial,
independientemente de la region del limbo.

La presencia de colénquima angular en la region
subepidérmica de la nervadura central es bastante comiin
en las especies del género Piper, siendo la mayoria de las
veces continuo (Albiero et al. 2005a, Albiero et al. 2005b),
mientras que en P. hispidum (Albiero et al. 2006) existe una
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banda muy reducida de colénquima en la superficie adaxial
del apice de la hoja.

La existencia de una capa subcelular es comin y
bastante discutida entre las Piperaceae. Vianna & Akisue
(1997) observaron la presencia de una capa subcelular
en la epidermis adaxial y la denominaron hipodermis sin
contenido, mediante estudios ontogénicos en hoja. Souza
et al. (2004), en estudios ontogénicos de las hojas de P,
diospyrifolium, verificaron la existencia de divisiones
periclinales en la protodermis, formando una epidermis
adaxial multiseriada.

En P, crassinervium, Albiero et al. (2005a) verificaron la
presencia de una capa subepidérmica en ambas epidermis
y en el estudio ontogénico observaron raras divisiones
periclinales en las células protodérmicas; sin embargo, no
concluyeron si es hipodermis o epidermis multiple. Albiero
et al. (2005b) también verificaron la presencia de una o
dos capas subepidérmicas, en ambas superficies foliares
de P. gaudichaudianum, sin concluir la naturaleza de las
capas con estudio ontogénico. En P. hispidum, Albiero et
al. (2006) encontraron que la capa subcelular en ambas
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superficies fue descontinua en la cara adaxial (con una a
tres capas) y débilmente continua en la cara abaxial (con dos
a tres capas). Esa estructura fue denominada hipodermis,
aunque no se hizo un estudio ontogénico de la hoja.

No se observé la presencia de idioblasto cristalino en la
capa subcelular, a diferencia de Vianna & Akisue (1997),
que encontraron cristales de oxalatos de calcio aciculares y
cristales prismaticos en P. aduncum.

El mesofilo dorsiventral y el parénquima en empalizada
uniestratificado son caracteristicas comunes en Piperaceae;
por esto el nimero de las capas del tejido esponjoso es muy
variable, como se menciona mas adelante. Vianna & Akisue
(1997) observaron en P. aduncum de cuatro a cinco estratos
de células en el parénquima esponjoso y en los espacios
intercelulares del tipo meatos. Souza et al. (2004), en P.
diospyrifolium y Albiero et al. (2005a) en P. crassinervium,
verificaron la presencia de tres a cuatro capas de células;
Albiero et al. (2005b) encontraron dos a tres estratos de
parénquima esponjoso en P. gaudichaudianum; y Albiero
et al. (2006) observaron de dos a cuatro estratos en P,
hispidum. De manera similar a lo planteado por Marinho
(2008), en Pothomorphe umbellata, la anatomia foliar
de Piper aduncum esta directamente relacionada con el
ambiente. Posee células con cuticula delgada, estomas
salientes y escasa lignificacion, probablemente relacionada
con el ambiente hiimedo caracteristico de esta especie.

De acuerdo con Fahn (1990) y Esau (1985), el
parénquima esponjoso muestra una organizacion mas
variada que el parénquima en empalizado, este ultimo es
pluriestratificado, la capa mas interna presenta forma y
disposicidon semejantes con el parénquima esponjoso, como
fue observado en P. aduncum.

Algunos idioblastos sobresalen de la epidermis
y se pueden ver detallados en la vista superior (Fig.
2¢), tal resultado fue observado por Marinho (2008)
en Pothomorphe umbellata (L.) Miq. (Piperaceae). La
presencia de idioblastos oleiferos es muy comun entre las
especies del genero Piper, sin embargo, la ubicacion es
variable. En el trabajo de Vianna & Akisue (1997), con
P. aduncum, denominaron esos idioblastos como células
oleosas y solo relataron la frecuencia de insertos en el
mesofilo, como lo observado en P. crassinervium (Albiero
et al. 2005a) y P. hispidum (Albiero et al. 2006). De acuerdo
con Nascimento & Vilhena-Potiguara (1999) y Albiero et al.
(2005b), en Piper hispidinervium 'y Piper gaudichaudianum
respectivamente, esas estructuras fueron encontradas en el
mesofilo y las capas subcelulares, en cuanto a Piper regnellii
(Migq.) C. DC. var. pallescens (C.DC.) Yunck. (Pessini ef al.
2003), fue verificada solamente en la capa subcelular.

En la seccion paradérmica, las células epidérmicas de
ambas superficies foliares tienen forma variada (poligonales,
cubicas y rectangulares, alargadas en el sentido periclinal,
con contorno liso y cubierto por una cuticula delgada (Fig.
3a-c, 3e y 3f), comprobando lo descrito por Albiero et al.

(2005a) para P. crassinervium. Vianna & Akisue (1997)
describen que las células de la epidermis abaxial de P
aduncum poseen un contorno sinuoso, mientras que la
adaxial un contorno liso, semejante al descrito por Albiero
et al. (2005b), para P. gaudichaudianum.

La baja intensidad luminosa del ambiente de desarrollo
de algunas plantas pueden llevar al aumento de la sinuosidad
de las paredes anticlinales de las células epidérmicas,
favoreciendo su desarrollo en ambientes sombrios, una vez
aumentada la superficie especifica de absorcion de la luz
(Castro & Pereira 2007). Ese factor pudo contribuir en las
diferencias encontradas por Vianna & Akisue (1997).

Vianna & Akisue (1997) encontraron estomas
anomociticos ademas de los tetraciticos. Las hojas
hipoestomaticas y los estomas tetraciticos han sido
encontrados en diversas especies del género Piper, como P.
diospyrifolium (Souza et al. 2004), P. crassinervium (Albiero
et al. 2005a), P. gaudichaudianum (Albiero et al. 2005b) y
P. hispidum (Albiero et al, 2006). En estas especies fueron
observados otros tipos de estomas, como ciclociticos para
P. crassinervium (Albiero et al. 2005a) y raros anisociticos
para P, hispidum (Albiero et al. 2000).

Como se puede observar en la Figura 3d, los estomas de
P. aduncum son sobresalientes, hecho no descrito en otras
especie del género Piper. Segin Castro & Pereira (2007), la
posicion de los estomas posee una funcion ecologica, cuando
estan ubicados arriba de las demas células epidérmicas
se asocian a un suministro hidrico grande (hidrofitas),
mientras que los estomas ubicados en las depresiones a baja
disponibilidad hidrica (xerofitas). Lo anterior coincide con
lo encontrado en esta especie, que segin Lorenzi & Matos
(2002) es umbrofila, encontrada en varias formas boscosas,
preferencialmente en suelos con un elevado contenido de
materia organica y humedad, similar a la ubicacion donde
se colecto el material de estudio.

El tricoma glandular globular se asemeja a las glandulas
peroladas encontradas por Silva & Machado (1999) durante
la realizacion de estudios ontogénicos de P. regnellii var.
regnellii, afirmando que esta situacion es comun en las
primeras etapas de desarrollo y rara en la maduracion de la
hoja. Ese tipo de tricoma fue descrito para P. regnellii var.
pallescens (Pessini et al. 2003), y encontrado con mayor
frecuencia en las hojas jovenes.

El tricoma glandular ovoide fue similar al descrito por
Silva & Machado (1999), como tricoma sacular. En este
trabajo los autores muestran que la base de ese tipo de
tricomas se desarrolla y posteriormente se convierten en
tricomas glandulares capitados. La presencia de tricoma
glandular ovoide es bastante comun dentro de las Piperaceae
(Vianna & Akisue 1997, Nascimento & Vilhena-Potiguara
1999, Pessini et al. 2003, Albiero et al. 2005a, Albiero et al.
2005b, Albiero et al. 2006).

Corroborando los resultados de este estudio, Pessini et al.
(2003) reportaron la presencia de almidon, asi como lipidos
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totales, lactonas sesquiterpénicas y ligninas, en el limbo de
P regnellii var. pallescens; sin especificar la localizacion de
los compuestos.

El contenido del aceite esencial de las hojas de P
aduncum, encontradas en este estudio fue de 0,63%,
los compuestos predominantes y presentes en mayor
proporcion fueron terpenoides y el monoterpeno linalol,
coincidiendo con la literatura consultada. Sin embargo,
en algunos estudios ha sido predominante la presencia
fenilpropanoide dilapiol, con un rendimiento de aceite
variable, como se observo en la region occidental de Cuba,
con 0,96% de rendimiento y 82,2% de dilapiol (Pino et al.
2004), en el Estado de Acre, donde se reporta cerca de 2%
de rendimiento y 73,97% de dilapiol (Fazolin et al. 2005,
Estrela et al. 2006; Fazolin ef al. 2007), y en el Estado de
Para, con el 2,5% de rendimiento y el 88,9% de dilapiol
(Sousa et al. 2008). También hay plantas con niveles mas
bajos de dilapiol, como en Papua Nueva Guinea, con 0,35%
de rendimiento y el 43,3% de dilapiol al (Rali ef al. 2007) y
en Macas, Ecuador, con el 0,8% rendimiento y 45,92% de
dilapiol (Guerrini et al. 2009).

Por otra parte, otros trabajos sobre aceites en plantas
mencionan la presencia de una mezcla de monoterpenos
y sesquiterpenos, pero una carencia de dilapiol como se
encuentra en las plantas del Estado de Minas Gerais, donde
su rendimiento fue de 0,7% de aceite esencial (Mesquita et
al. 2005), y en el Estado de Sao Paulo, con un rendimiento del
2% (Navickiene et al. 2006). En el estado de Pernambuco,
también se encontraron plantas de rendimiento entre 1,2 a
2,5% y con una predominante presencia de sesquiterpeno
E - nerolidol, con un nivel cerca de un 80% (Oliveira et al.,
2006).

Las descripciones de la especie P. aduncum que crecen en
diferentes paises también indican dilapiol como componente
principal, con un porcentaje de 64,5% en Malasia (Jantan et
al. 1994), 90,0% en Panama (Gupta et al. 1983), y 58,0% en
Fiji (Smith & Kassim 1979). Para las muestras recolectadas
en dos lugares diferentes en Costa Rica (Turrialba y San
José), los principales componentes eran dilapiol (37,1%,
61,8%), piperitona (11,1%, 2,2%), 1,8- cineol (0,1%,
5,8%) y 4-terpineol (4,4%, 1,6%), respectivamente (Ciccio
& Ballestero 1997). Mesquita et al. (2005) estudiaron el
aceite volatil de P. aduncum en poblaciones recolectadas
en el Parque Estatal Rio Doce (Atlantico), no se encontr6
este compuesto como la mayoria, pero si el (E) nerolidol
con un 14,2%. Por otro lado, Maia et al. (1998) en analisis
de la misma especie con el material vegetal recolectado
en la region del Amazonas, no encontraron el compuesto
E-nerolidol en el analisis de los aceites esenciales de hojas
y frutos, pero encontraron la presencia del compuesto
principal como dilapiol, en un rango de 33 a 62%. Gaia et al.
(2004) estudiaron 18 accesiones de P. aduncum recolectadas
en cuatro ciudades de la Amazonia brasilefia, destacadas por
una diversidad real entre las 27 poblaciones analizadas.
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Las diferencias ambientales en los lugares donde
se encuentra P aduncun, tales como la temperatura,
precipitacion, altitud, intensidad y direccion del viento, luz,
entre otros, juegan un papel importante en la presencia de
diferentes tipos de compuestos quimicos (Mesquita et al.
2005, Oliveira et al. 2006). Para Guerrini et al. (2009), estas
diferencias en composicion pudieron ser causadas por la
erronea identificacion botanica o por las diferentes épocas
de recoleccion. Por otro lado, Wadt et al. (2004) observaron
que la diversidad genética representada en la coleccion de
germoplasma de la pimienta larga (Piper hispidinervum
C. DC.) de Embrapa Acre fue alto, y las especies P.
aduncum y P. hispidinervum eran diferentes genéticamente.
Resultados contrarios fueron presentados por Nunes et al.
(2007), quienes utilizaron el analisis de cariotipo con estas
dos especies, también pertenecientes a la coleccion de
germoplasma en Embrapa Acre, demostrando no haber una
diferencia genética entre las dos. Concluyendo que se trata
de una sola especie, siendo P. hispidinervum una variedad
de P. aduncum, con una distribucion geografica restringida.

Debido a que esta especie no invierte en los tejidos de
lignificacion, probablemente su defensa es principalmente
quimica (Marinho 2008), teniendo en cuenta el alto numero
de estructuras secretoras y de metabolitos secretados,
que también pueden estar relacionados con las diversas
actividades terapéuticas que se le atribuyen.

CONCLUSIONES

El mesofilo de la lamina de Piper aduncum es dorsiventral
con capas subcelulares en ambas superficies y con estomas
hipoestomaticos tetraciticos y salientes. Una caracteristica
importante para identificar las especies es la presencia
de idioblastos unicelulares distribuidos sobre las capas
subcelulares, epidermis o mesofilo, especialmente tricomas
tectores unicelulares y pluricelulares de apice agudo, y
tricomas glandulares globulares y glandulas perladas.
Las hojas muestran células con cuticula delgada, estomas
salientes y ausencia de deposito de lignina, probablemente
esta relacionada con el ambiente hiimedo en donde esta
especie es encontrada.

El contenido de aceite esencial de las hojas de P. aduncum
fue de 0,63%, con la predominancia de compuestos de
terpenos y linalol monoterpeno como mayor compuesto.
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