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GLOSARIO

Alcaloides: son sustancias con caracter basico, contienen nitrégeno heterociclico,
son obtenidos de plantas superiores y tienen actividades fisiolégicas muy
marcadas.

Almidén: Polimero de la glucosa que abunda en las estructuras reservantes de
las plantas, raices, tallos o semillas. Formando granulos con formas
caracteristicas, ovoides, hemisféricas, etc. A veces ocupan la mayor parte del
interior de la célula

Anatomia vegetal: es el campo de la botanica que compete a las estructuras de
los vegetales, y que considera la morfologia vegetal como la manera de
disponerse esas estructuras, que se ayudan de la taxonomia para clasificar.

Anfliféico: Que tiene el floema dispuesto a ambos lados del xilema.
Antera : Parte del estambre donde se forma y acumula el polen

Antocianos: Los antocianos, pigmentos naturales pertenecientes al grupo de los
flavonoides, se encuentran presentes en numerosos alimentos, frutos, flores y
verduras, especialmente en uvas tintas y vinos, siendo por tanto un constituyente
comun en la dieta humana. Su uso como colorantes reviste un gran interés debido
a sus caracteristicas y a sus propiedades, principalmente el poder antioxidante.

Antraquinonas:  son productos del metabolismo secundario, aroméaticos
polihidroxilados mas o menos metilados, con gran importancia en la industria
farmacéutica.

Azlcares reductores: son aquellos que, como la glucosa, fructosa, lactosa y
maltosa presentan un carbono libre en su estructura y pueden reducir, en
determinadas condiciones, a las sales cupricas.

Cédliz: parte mas externa de la flor, que rodea a las demas partes durante la etapa
del brote. Consta de sépalos en forma de hojas que normalmente son verdes.

Cambium vascular: Es una monocapa cilindrica de células que se forma entre el
xilema y el floema primario y da lugar por sucesivas divisiones (en el plano
tangencial al tallo) al xilema y floema secundarios



Canal resinifero : Estructura tubular tipica, aunque no exclusiva, de coniferas
consistente en una capa cilindrica de células glandulares secretoras de resina. Se
encuentran dispersos en el parénquima o en el lefio de hojas y tallos.

Cardiotonicos: son sustancias glicésidas, amargas derivadas de los esteroides,
gue tienen accion sobre el corazén.

Carpelo : Hoja especializada (megasporofilo), cerrada sobre si misma, que forma
parte del gineceo. En su interior se forman los primordios seminales.

Células pétreas : células parenquimatosas que engruesan considerablemente sus
paredes con lignina, quedando multitud de canales muy ramificados que
comunican a unas células con otras. La cavidad de las células queda muy
reducida el nacleo y protoplasma desaparecen, constituyendo elementos muertos.

Corola: termino colectivo para los pétalos de la flor.

Corteza vegetal: tejido primario de raices y tallos de las plantas vasculares que
se extiende hacia adentro desde la epidermis hasta el floema.

Cristal de oxalato de calcico : Acumulo cristalizado de esta molécula que puede
formar drusas prismas o rafidios (Conjuntos de varillas) en el interior de los
idioblastos, células especializadas como acumulos de residuos metabdlicos que
aparecen sobre todo en parénquimas y floema.

Cumarinas: son principios activos fendlicos que se encuentran en plantas
medicinales y tienen en comun una estructura quimica de 2H-1-benzopiran-2-ona,

Cutina: Sustancia impermeable que se encuentra en la cuticula de las hojas y
frutos de los vegetales. Es un polimero formado por muchos acidos grasos de
cadena larga, que estan unidos unos a otros por uniones éster, creando una red
rigida tridimensional.

Drupa fruto indehiscente con la parte externa membranosa, parte mediana
carnosa y suculenta y la parte inferior lefiosa, formada por el hueso y
conteniendo una semilla 0 mas.

Endocarpo: Capa interna del pericarpo o cubierta externa del fruto. Procede de la
pared del ovario.

Endodermis: Es la capa mas interna del cortex de la raiz primaria. Se caracteriza
por sus estrechas uniones intercelulares mediante las llamadas bandas de
Caspari, que impiden el paso de agua entre las células, obligandola a pasar por el
interior de las mismas.
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Epidermis: capa externa protectora de células en los vegetales.

Estelas: el conjunto de xilema y floema (sistema vascular) que siempre estan
asociados.

Estomas: Estructuras epidérmicas encargadas de controlar la transpiracion en los
tejidos frescos de la planta. Consta de dos células oclusivas que delimitan un
orificio llamado ostiolo que se hace mayor cuando las células oclusivas estan
turgentes. Consta ademas de unas células anexas que rodean a las anteriores y
gue participan en la fisiologia de la apertura y cierre del ostiolo.

Exocarpo: parte mas externa del fruto o pericarpo.

Fitoquimica: es el estudio de los principios activos de las plantas, especialmente
de los llamados metabolitos secundarios

Flavonoides: son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente distribuidos
en los vegetales, responsables de muchas coloraciones de las plantas y con
actividades biolégicas muy importantes, se forman a partir de una unidad de acido
cinamico (via acido chiquimico) y 3 unidades de acetato.

Floema: tejido vegetal encargado del transporte de una solucién de sacarosa y
otras muchas sustancias organicas, conocida tradicionalmente como savia
elaborada.

Flor epigina: cuando los verticilos se insertan por encima de un hipanto soldado
al ovario.

Histoquimica: es la aplicacion de reacciones quimicas y bioquimicas en la técnica
histologica, con el fin de localizar y determinar de manera cientifica ciertas
sustancias o su actividad.

Léculo: Compartimiento lleno de aire dentro del ovario donde se desarrollan los
ovulos.

Medula vegetal: parte central del tallo esta formada por parénquima y dentro se
encuentran los radios medulares. Algunos tallos no tienen médula porque estan
huecos.

Mesocarpo: En el fruto, capa intermedia del pericarpo, a veces carnosa, formada
de parénquima.

Mesofilo: Como su nombre indica es la zona intermedia de los tejidos foliares.
Esta delimitado por las dos epidermis, superior e inferior.
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Metabolitos secundarios: son compuestos quimicos sintetizados por las plantas
gue cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es
fatal para ella, ya que no intervienen en su metabolismo primario, ademas
intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su ambiente.

Muscilago: sustancias gelatinosas de alto peso molecular, que son principalmente
polisacaridos y acidos poligalacturénicos.

Ovario infero: Cuando las piezas de los ciclos florales se insertan en el receptaculo
dejando el ovario por encima.

Ovulo anéatrapo: El cuerpo del évulo se incurva 180° de modo que el funiculo se
alarga, se suelda sobre un lado de la nucela constituyendo el rafe, y la calaza
gueda en posicién opuesta al hilo y el micropilo. Son los 6vulos mas frecuentes en
las angiospermas.

Parénquima en empalizada : Es un clorénquima tipico de la hojas de
dicotileddneas. Esta formado por células alargadas aplicadas estrechamente unas
contra otras, de ahi su nombre. Puede constar de una sola capa, si se trata de una
planta u hoja de sombra, o de varias, si se trata de una planta u hoja de sol.

Parénquima de reserva: parénquima que almacena en células con pequefios
espacios intercelulares y con gran vacuola central cantidades notables de solidos
como almiddén, granos de aleurona (proteina), azucares, pigmentos, sales y
liquidos principalmente agua.

Parénquima esponjoso: Es un clorénquima tipico de las hojas. Sus células dejan
abundantes espacios entre ellas para facilitar el intercambio de gases. En
dicotileddneas suele situarse bajo la epidermis inferior.

Periciclo: Meristemo remanente propio de la raiz que se sitda en la periferia del
cilindro vascular. Colabora en la formacion del cortex secundario, incluida la
peridermis, del cambium vascular, y de las raices laterales.

Placenta: En las plantas con flores, lugar de la pared del ovario donde se
desarrollan los primordios seminales.

Saponinas: poseen propiedades tensioactivas, pues al disolverse en agua y por
agitacion forman espuma persistente, tienen propiedades detergentes. Muchas de
ellas tienen ademas propiedades hemoliticas debido a que alteran Ia
permeabilidad de las membranas biolégicas resultando tdoxicas para animales de
sangre fria.

Septo: tabique que separa los léculos.
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Taninos: son polifenoles de origen natural capaces de formar uniones estables
con las proteinas y otros polimeros como la celulosa y la pectina. Se usan
industrialmente para curtir cueros y pueden inhibir algunas enzimas, interfiriendo
con procesos metabdlicos.

Triterpenos : este grupo de principios activos esta constituido por numerosos
compuestos, estructuralmente muy similares, derivados mayoritariamente del
epoxiescualeno o en menor numero del propio escualeno. Todos ellos poseen un
hidroxilo en el C3 que les permite la unién con una o varias moléculas glucidicas,
dando lugar a estructuras heterosidicas.

Xantofilo: pigmentos amarillos-anaranjados derivados del caroteno.

Xilema: tejido conductor que se encarga de transportar las materias primas (Sabia
bruta) absorbidas por la raiz hasta los érganos productores (que son las hojas).

Xilema primario: Xilema que forma parte de las estructuras frescas de la planta:
Hojas, tallos y raices recientes. Se forma a partir de los meristemos apicales.
Existe como unico xilema en muchas plantas herbaceas. En otras muchas plantas
existe ademas el xilema secundario.

Xilema secundario: Xilema que forma las estructuras lefiosas de muchas plantas

(tallos y raices). Se forma a partir de los meristemos laterales mediante el llamado
"engrosamiento secundario”
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RESUMEN

En el presente estudio se caracteriza al Pomorroso (Sizygium malaccense (L).
Merr. & L.M Perry) mediante el estudio anatdmico e histoquimico de la plantay se
identificaron algunos metabolitos secundarios a través de un estudio fitoquimico
preliminar del fruto. Se logro establecer que todos los 6rganos presentan los
tejidos tipicos de una dicotiledénea, haces vasculares bicolaterales en el tallo,
corteza y médula con cristales de oxalato de calcio en forma de drusas en tallo,
hoja y flor, ademas de canales resiniferos en todos los 6rganos.

Desde el punto de vista histoquimico, cualitativamente se determinaron en el tallo
grandes cantidades de aceites, grasas y taninos y en la flor se encontré gran
cantidad de azucares reductores y taninos.

El estudio fitoquimico preliminar del fruto se realizo cualitativamente con pruebas
gue desarrollan color o precipitados, dentro de los cuales se destacan: reactivo de
Shinoda para flavonoides, Wagner, Dragendorff y Mayer para alcaloides, Cloruro
férrico, Solucion de Gelatina, Solucién de Gelatina y sal y Solucién Salina para
taninos, Libermann-Burchard y Salkowski para triterpenos y/o esteroides,
Hidréxido de Sodio para cumarinas y Baljet, Keller-Killiani, Burchard y Salkowski
para cardiotonicos, con los cuales se determind la presencia de flavonoides,
alcaloides, saponinas, triterpenos y/o esteroides en la cascara y en la pulpa los
mismos metabolitos (a excepcion de flavonoides) y antraquinonas y saponinas,
taninos, triterpenos y/o esteroides en la semilla.

PALABRAS CLAVE

Anatémico, histoquimico, fitoquimico, pomorroso, Sizygium malaccense (L). Merr.
& L.M Perry, metabolitos, metabolitos secundarios, pulpa, tejidos, alcaloides,
flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos.

Xv



INTRODUCCION

Los vegetales producen una diversidad de sustancias, producto del metabolismo
secundario, algunas responsables de la coloracion y aromas de flores y frutos,
otras vinculadas con interacciones ecoldgicas, como es el caso de la atraccion de
polinizadores. Actualmente, se ha demostrado que principalmente la mayoria de
ellos participan en el mecanismo de defensa de las plantas. La razén de ser de
estos metabolitos permite una gama de usos en la agricultura, industria, en la
medicina y algunos presentan un determinado grado de toxicidad, dependiendo
de los componentes quimicos que posean.

En este sentido la fitoquimica entra a jugar un papel importante porque permite
aislar e identificar los principios activos de numerosas plantas con importante
actividad bioldgica o usos industriales que estan presentes y distribuidas por todo
el tejido vegetal.

El estudio de la estructura interna de las plantas es una importante disciplina de la
Botanica que se trata de una vertiente de investigacion muy tradicional dentro de
la ciencia, pero que en los Ultimos afios se ha visto tremendamente impulsada por
el desarrollo de nuevos instrumentos y métodos de observacién microscépica, de
hecho, la interpretacion de los fendémenos fisioldgicos y cambios debidos a
elementos externos bidticos o abidticos depende grandemente de la anatomia
vegetal.

Es asi que la relacién de la fitoquimica con la anatomia vegetal llega a ser una
herramienta de trabajo para resolver problemas desconcertantes, muchos de ellos
de importancia econémica y muchisimos de interés cientifico.

Por lo anterior y reconociendo que la ciudad de Neiva cuenta con una gran
diversidad de especies vegetales que pueden generar de algin modo beneficio a
la comunidad y dentro de las cuales se destaca el pomorroso por su abundancia,
por la aplicabilidad medicinal que se le da en otros paises (Morton, 1987), y
atendiendo a la escasa informacion de estudios fitoquimicos y anatémicos que
sobre la especie hay, en el presente trabajo se propuso caracterizar la especie
existente en la comuna uno mediante un estudio anatomico, histoquimico y la
identificacion de los metabolitos secundarios presentes en el fruto mediante un
estudio fitoquimico preliminar que permitieran enriquecer el conocimiento que
tiene la comunidad neivana y a la region surcolombiana en el sentido quimico y
biolégico. Con dicho estudio se logroé identificar cinco metabolitos secundarios en
el fruto, la caracterizacion anatomica y quimica de los distintos 6rganos y tejidos,
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como establecer algunas relaciones entre las sustancias quimicas encontradas en
los tejidos del fruto y los metabolitos secundarios, resultados de un proceso de
colecta preparacion y analisis de laboratorio.

XVii



CAPITULO |

1. DESCRIPCION DEL PROBLEMA

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El Pomorroso (Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M Perry) es una especie
originaria de Malasia, que se considera promisoria segun lo reporta Pérez, (Pérez,
1978) y es representativa de la flora que caracteriza a la ciudad de Neiva. Su fruto
es de agradable sabor, rico desde el punto de vista tanto alimenticio como
medicinal. No obstante, se reportan pocos estudios a nivel nacional, lo cual
promueve a presentar y desarrollar proyectos de investigacion tanto en la parte
anatomica como fitoquimica, campos medianamente desarrollados tanto a nivel
institucional como corporativo en nuestra region.

Bajo este marco de referencia, los estudios anatomicos y fitoquimicos presentan
una buena oportunidad de investigacion de especies vegetales que permiten
enriquecer el conocimiento quimico y ahondar en el acervo biolégico e
investigativo al interior de nuestra carrera y como soporte tanto a comunidades
académicas como a diferentes instituciones o empresas interesadas en este
campo.

Por otro lado, como soporte a dichos avances, desde una mirada a nivel cientifico,
los estudios morfolégicos e histoquimicos permiten resaltar las caracteristicas de
una planta y complementar los estudios que a nivel de metabolitos secundarios
junto con las propiedades de la misma, se hayan encontrado.

De esta manera, se plantea como referente de trabajo el siguiente interrogante:

¢ Es posible mediante analisis anatémico caracterizar la especie y con un estudio
fitoquimico preliminar determinar los metabolitos secundarios presentes en el fruto
del Pomorroso (Syzygium malaccense (L.) Merr. L. M & Perry)?



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el Pomorroso (Syzygium malaccense (L.) Merr. L. M & Perry)
mediante un estudio anatomico de la planta e identificar los metabolitos
secundarios a través de un estudio fitoquimico preliminar del fruto.

1.2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Identificar los metabolitos secundarios presentes en el fruto del pomorroso.

v' Realizar el estudio anatémico y morfolégico del Syzygium malaccense (L.)
Merr. & L.M Perry

v’ Identificar ciertas sustancias quimicas en diferentes tejidos por medio de
pruebas histoquimicas.

v' Generar conocimiento cientifico y darlo a conocer a través de la publicacion
de los resultados.

1.3 JUSTIFICACION

La ciudad de Neiva cuenta con una gran diversidad de especies vegetales que son
determinantes para el equilibrio natural, y de gran importancia a nivel ambiental,
industrial y medicinal. Una de ellas es la Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M
Perry (pomorroso) que es de gran utilidad por las aplicaciones medicinales que se
le dan en otros paises, segun lo reporta Morton (1987). Por ejemplo, los
camboyanos utilizan la decoccion de la fruta, de las hojas o de las semillas como
febrifugo. Las frutas, las semillas, la corteza y las hojas han demostrado actividad
antibiotica y tienen cierto efecto sobre la presion arterial y la respiracion. (1987).
Las anteriores actividades bioldégicas estan asociadas con la presencia de
metabolitos secundarios en la planta (Sanabria A, 1983),

Se realiz6 una busqueda referencial exhaustiva de estudios botanicos y
fitoquimicos del Syzygium malaccense (L.) Merr. & L.M Perry (pomorroso) y no se
encontraron estudios al respecto tanto a nivel regional como nacional, lo cual
evidencia el desconocimiento especializado de estos temas tanto de la comunidad
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Neivana como de la Huilense. De hecho la comunidad académica de la
Surcolombiana también se encuentra inmersa en esta falencia ya que al interior de
la misma solo se reconoce el conocimiento popular que al respecto tienen sus
integrantes.

Por lo anterior, toma relevancia conocer la flora de la ciudad de Neiva desde
muchos puntos de vista, dentro de los cuales tiene especial interés el estudio
anatomico, histoquimico y fitoquimico, los cuales permiten hacerse una idea
general de la presencia y/o ausencia de los metabolitos secundarios, generar
conocimiento detallado de los 6rganos y tejidos de la planta, de las sustancias que
contienen en los tejidos la especie, establecer una relacion entre la presencia de
los metabolitos secundarios y las caracteristicas anatomicas, como entender
determinados mecanismos de adaptacion y procesos fisiologicos de la misma, y
con ello comprender mejor el papel ecoldgico que desempefian.

Con base en lo anterior y en razon al escaso y dificil acceso al conocimiento que
existe sobre la especie, se proyectd un estudio anatdbmico del Pomorroso
(Sizygium malaccense (L). Merr. & L.M Perry) y fitoquimico preliminar de su fruto,
en la comuna 1 de la ciudad de Neiva, que permitié dar cuenta de algunos
principios activos (metabolitos secundarios) presentes en el fruto, como también
generar conocimiento para la regidon Neivana y por ende a la comunidad
Surcolombiana.



CAPITULO Il

2. MARCO TEORICO

2.1 MORFOLOGIA Y ANATOMIA VEGETAL

Para el estudio de la morfologia y la anatomia vegetal el referente primario es el
libro Anatomia y Morfologia Vegetal de Becerra & Chaparro, en donde ademas se
reporta que este tipo de estudios tiene para el hombre una gran importancia en la
medida en que las plantas han sido su fuente de sustento o de materias primas
para la industria a lo largo de su existencia.

2.1.1 Anatomia vegetal

El estudio de la estructura interna de las plantas superiores es una importante
disciplina de la Botanica. Se trata de una vertiente de investigacion muy tradicional
dentro de la ciencia, pero que en los ultimos afios se ha visto tremendamente
impulsada por el desarrollo de nuevos instrumentos y métodos de observacion
microscopica. Es un area cuya aplicabilidad practica aparece ante la vista del
neofito como abstracta y poco relacionada con la realidad. Nada mas lejano. La
interpretacion de los fendmenos fisiolégicos y cambios debidos a elementos
externos bidticos o abibticos depende grandemente de la anatomia vegetal. Sus
observaciones contribuyen en gran medida a la interpretacion de practicas tan
importantes como la poda o la aplicacién de reguladores de crecimiento en la
agricultura, sin dejar de mencionar su invaluable contribuciébn a la patologia
vegetal

2.1.2 Morfologia externa del tallo

El eje caulinar o tallo presenta un plan de estructura basica, tiene porciones
generalmente abultadas o nudos donde se insertan las hojas; entrenudos, es decir
los segmentos comprendidos entre dos nudos, yemas terminales y yemas
axilares; las yemas son ejes no extendidos, formados por tejido meristematico que
constituye el punto vegetativo, protegido por hojas en diferente estado de
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desarrollo, son las encargadas del crecimiento del tallo y de la produccién de hojas
y ramificaciones.

2.1.3 Anatomia del tallo

En el tallo se pueden distinguir las siguientes regiones: 1 - inicial, 2- morfogenética
o de determinacién, 3- de diferenciacion histolégica primaria y 4- de maduracion
(crecimiento primario). Si se trata de una gimnosperma o de una dicotiledénea
lefiosa existe ademas, la region 5- de los tejidos secundarios.

Epidermis. Generalmente es uniestratificada, su pared externa estd recubierta
por cuticula, que evita la perdida de agua; presenta estomas, en algunas plantas
lleva tricomas.

Cortex: esta formado principalmente por parénquima con cloroplastos en los tallos
aéreos, este tejido tiene paredes sin lignina y sus células dejan espacios entre
ellas.

El esclerénquima también puede estar presente en el cortex, ya sea en forma de
fiboras o de esclereidas. Las fibras son células largas, con paredes lignificadas,
engrosadas uniformemente, sin protoplasto, pueden aparecer formando anillos.

El cilindro central o vascular esta formado por los tejidos conductores primarios
xilemay floema.

El xilema, se encarga de la conduccién del agua, es un tejido complejo formado
por varios tipos de células que cumplen diversas funciones.

Dentro del xilema encontramos: elementos traqueales, parénquima, que son
células vivas, con paredes delgadas, que almacenan diversos tipos de sustancias
y colaboran en la conduccion del agua, y fibras.

El floema, conduce las sustancias elaboradas por la planta, esta formado por
varios tipos de células que desempefian diversas funciones.

Dentro del floema encontramos: elementos cribosos, células acompafantes de los
elementos cribosos, parénquima que funcionan como células de transferencia a
corta distancia y fibras.



El xilema y el floema se encuentran asociados formando haces conductores, cuya
distribucion permite saber si se trata del tallo de una planta monocotiledonea o
dicotiledénea, debido a que en la monocotiledénea los haces conductores se
encuentran dispersos y en la dicotiledébnea forman un anillo. En las
monocotiledéneas no existe cambium entre xilema y floema y sus haces
conductores son colaterales cerrados. En las dicotiledoneas entre el xilema vy el
floema primario existe cambium vascular conformando un haz conductor colateral
abierto.

2.1.4 Morfologia de la hoja

Las hojas forman parte del vastago o brote, son 6rganos laterales de las plantas
superiores, exogenas, de crecimiento limitado, generalmente laminares y
dorsiventrales.

La base es la parte de la hoja que la une al tallo, en algunas hojas tiene apéndices
frecuentemente laminares denominados estipulas, en otras la base se ensancha
formando un pulvinulo y en otras constituye una vaina que abraza total o
parcialmente a la ramita en que se inserta.

El limbo consta de lamina generalmente aplanada y de peciolo mas o menos
cilindrico, cuando el peciolo falta la hoja se conoce como sésil. Cuando falta la
lamina el peciolo suele dilatarse y transformarse en un érgano laminar que recibe
el nombre de filodio. La hoja puede ser simple cuando consta de una sola ldmina o
compuesta si esta dividida en dos 0 mas segmentos que reciben el nombre de
foliolos, unidos por un peciolo a un eje central o raquis.

2.1.5 Anatomia de la hoja

La hoja es el 6rgano méas variable de la planta, tanto morfolégica como
anatomicamente presenta modificaciones en su estructura, como respuesta a
diferentes; habitats.

La hoja al igual que la raiz y el tallo consta de: epidermis, tejidos fundamentales v
tejidos vasculares; por lo general no tiene crecimiento secundario, o lo presenta en
forma incipiente en algunos peciolos y nervios mayores.
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Epidermis. Esta formada por diferentes tipos de células, la mas abundantes son
denominadas células epidérmicas tipicas, que son de forma irregular, de paredes
delgadas y se unen sin dejar espacios. Los estomas que estan compuestos por
dos células llamadas células de guarda o células oclusivas que dejan entre ellas
un poro u ostiolo.

Tejidos vasculares. Forman los haces conductores que se distribuyen en toda la hoja,
constituyendo las nervaduras. Los haces conductores de la mayoria de las hojas llevan el
xilema hacia la haz y el floema hacia el envés; en las hojas unifaciales el floema se
encuentra hacia las dos epidermis. En las nervaduras de mayor tamafio existen, ademas
de tejidos conductores, colénquima y esclerénquima. La envoltura parenquimatica o en
algunos casos esclerenquimética de los haces conductores se conoce como vaina del haz
conductor

2.1.6 Morfologia externa de la flor y la inflores  cencia

Generalmente consta de cuatro verticilos, dos estériles: céliz (compuesto por
sépalos) y corola (compuesta por pétalos), cuyas funciones principales son de
proteccion y atraccion, respectivamente; y dos verticilos fértiles: androceo (los
estambres) y gineceo o pistilo (conjunto de ovario, estilo y estigma). Dichos'
verticilos se hallan insertados en un receptaculo o extremo mas o menos dilatado
de un pequefio tallo o pedunculo.

2.1.7 Anatomia floral

Gineceo: Constituido por carpelos que corresponden a hojas modificadas,
plegadas sobre si mismas. Si el gineceo formado por uno o mas carpelos
separados se denomina apocarpico y si esta formado por varios carpelos unidos,
se denomina gineceo sincarpico

Anatomia del ovario.  El ovario esta constituido por partes diferenciadas como los
Carpelos, l6culos y placenta y ovulo.

Carpelo: esta constituido por epidermis externa, parénquima, tejidos conductores y
epidermis interna.

Léculo: cavidad en la cual se encuentran los primordios seminales (6vulos).
Placenta: es la regién en donde se originan los 6vulos y en la cual permanecen
unidos en la madurez. Se reconocen los siguientes tipos de placentacion:



marginal, que se presenta en gineceos apocarpicos, y en los gineceos sincarpicos
se puede presentar placentacion basal, axilar, central o parietal.

Ovulo (primordios o esbozo seminal) esta constituido por: funiculo, tegumentos,
micropilo, nucela, saco embrionario has conductor o rafe y calaza

2.1.8 Anatomia del fruto

En el fruto se diferencian las siguientes partes:
* Pericarpo o pared del fruto
* Loculos o camaras donde se encuentran las semillas

Pericarpo. El pericarpo o pared del fruto se desarrolla principalmente a partir de
la pared del ovario y esta conformado por:

 Exocarpo o epicarpo, capa externa

» Mesocarpo parte media del pericarpo

» Endocarpo capa interna

Epicarpo o exocarpo . Esta formado por epidermis e hipodermis. El exocarpo
también puede llevar tricomas o emergencias apropiadas para la diseminacién del
fruto.

Mesocarpo. Esta constituido por parénquima esclerotizado y tejido mecanico en
frutos secos y por parénquima de almacenamiento en los frutos carnosos. Entre
las sustancias almacenadas se encuentran azlicares como en duraznos y uvas;
lipidos como en aguacate y banano; acidos en citricos y tamarindo, almidones en
chontaduro y banano. Puede presentar idioblastos de células pétreas como en la
pera, guayaba; laticiferos en papaya; muscilago en pitahaya; resinas en mango.
En frutos diseminados por el agua existe aerénquima, como en el coco. El
mesocarpo puede estar inervado por haces vasculares, muy numerosos y
evidentes como en el estropajo.

Endocarpo. Puede generarse a partir de la epidermis interna del ovario como en
las bayas (lulo), donde consta de una sola capa de células 6, a partir de la
epidermis interna y de capas subepidérmicas del ovario, como en la drupa del
durazno y ciruela calentana, en este caso son muy frecuentes las esclereidas y las
fibras dispuestas en diferentes direcciones para darle mayor resistencia. En el

endocarpo algunas veces también se presentan estomas.



2.1.9 Caracteristicas generales del pomorroso

El Pomorroso es una especie de la familia Myrtaceae, originaria de Malasia
caracteristica de climas calidos y de zonas tropicales, ha sido introducido en todo
el mundo, es un arbol de facil siembra y de rapido crecimiento que alcanza una
altura de 12-18 m, con flores abundantes y vistosas que pueden pasar de un color
rosado, pasando por un purpura y hasta llegar a un rojo, con agradable fragancia,
fruto en forma de campana de color rojo, carnoso, esponjoso, de piel cerosa,
jugoso y dulce, muy utilizado en ciertas ciudades de Colombia para consumo
alimenticio, ya sea en crudo, en preparaciones de postres, en jaleas o en dulces.

2.1.10 Clasificacion botanica

Nombre cientifico : Sizygium malaccense (L). Merr. & L.M Perry
Division : Faner6gamas

Subdivision : Angiosperma

Clase: Dicotiledonea

Orden : Murtiflorales

Familia : Myrtaceae

Género: Sizygium

Especie : Sizygium malaccense (L). Merr. & L.M Perry

2.2 COMPOSICION QUIMICA DEL POMORROSO

Las mirtaceas, segun (Gothieb & col, 1984, en Alfaro, 1987), en general contienen
taninos, aceites esenciales y vitamina C. Las especies de esta familia se
reconocen facilmente por el olor intensamente aromético de aceites y resinas
fabricadas por glandulas secretoras ubicadas en tejidos de la corteza, hojas y
frutos.



Tabla 1. Composicion quimica del fruto del pomorroso segun Morton (1987)
Contenido en 100 g de parte

comestible
Ceniza 90.3-91.6 g
Proteina 0.5-0.7¢g
Grasa 0.1-0.2 ¢
Fibra 0.6-0.8 ¢
Ceniza 0.26-0.39 g
Calcio 5.6-5.9 mg
Fosforo 11.6-17.9 mg
Hierro 0.2-0.82 mg
Caroteno 0.003-0.008

mg

(Vitamina A) 3-10 I.U.
Tiamina 15-39 mcg
Riboflavina 20-39 mcg
Niacina 0.21-0.40 mg
Acido Ascorbico 6.5-17.0 mg

2.3 IMPORTANCIA DE LOS METABOLITOS SECUNDARIOS DE LAS
PLANTAS

Segun lo citado por Miller (1973), en Sanabria (1983), las plantas son esenciales
para la vida animal porque son capaces de convertir la energia solar en
compuestos organicos que a su vez son utilizados para producir alimentos
esenciales. A partir de agua, gas carbdnico y minerales, todas las plantas verdes
tienen suficiente capacidad para elaborar carbohidratos, proteinas, grasas, acidos
nucleidos, aminodacidos, algunos acidos carboxilicos, vitaminas, reguladores del
crecimiento y los compuestos que intervienen en la fotosintesis, a esta sustancias
gue son comunes a todas las plantas, se les denomina METABOLITOS
PRIMARIOS. Ademas, en las plantas son sintetizados otros productos como
alcaloides, flavonoides, esteroides, cumarinas, taninos, aceites esenciales y
muchas mas, que no son comunes a todas las plantas y por el contrario, pueden
ser una expresion de la individualidad quimica de un organismo; a estos
compuestos se les conoce como METABOLITOS SECUNDARIOS.
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Existen varias razones fundamentales que indican claramente por qua hay un gran
interés en estudiar los metabolitos secundarios de las plantas. Estas razones se
pueden resumir en los siguientes puntos:

1. Interés puramente cientifico para conocer la constitucion quimica de las plantas.

2. El estudio de la biosintesis de las sustancias en las plantas, necesariamente
involucra a los metabolitos secundarios.

3. El conocimiento de los metabolitos secundarios presentes en las diferentes
especies de plantas es un criterio muy importante para ayudar a la determinacién
taxondmica de las mismas; este estudio se hace en la ciencia denominada
Quimiotaxonomia.

4. Los metabolitos secundarios pueden tener importancia econdmica de tipo
industrial como ocurre con los taninos, los aceites fijos, los aceites esenciales y las
sustancias que pueden servir como precursores para la sintesis de otros
compuestos con estructuras complejas, por ejemplo, a partir de la solasodina y
diosgenina se preparan la mayoria de hormonas esteroidales que se consumen en
la actualidad.

5. Los metabolitos secundarios tienen gran interés por su actividad biologica y
desde este punto de vista se pueden distinguir dos grupos:

a. Constituyentes de las plantas con accion toxica. El conocimiento de estas
sustancias puede servir para lograr el tratamiento de envenenamiento de humanos
y de animales sobre bases mas cientificas; por otra parte, es bueno tener en
cuenta que todo téxico es un farmaco en potencia; todo es asunto de dosis.

b. los metabolitos secundarios como medicamentos.

El estudio de los metabolitos secundarios ha contribuido notablemente al
desarrollo de la quimica, la fisica y a la biologia y como una respuesta a la
necesidad de contar cada dia con mejores procedimientos y equipos, se han
desarrollado nuevos métodos de aislamiento, separacion y de identificacion.

2.4 ANTECEDENTES Y CONSIDERACIONES SOBRE LOS EXAMEN ES
FITOQUIMICOS PRELIMINARES.

Segun lo reportado en la literatura por Sanabria (Sanabria. 1983):

11



a) En principio todos los alcaloides tienen actividad biolégica y este tipo de
compuestos estan presentes en un numero elevado de medicamentos que se
emplean actualmente.

b) Flavonoides: segun Willimam (1955) pueden tener mas de 30 acciones
biolégicas y de acuerdo con Har-borne et al (1975), el papel biolégico que
desempefian en las plantas es de gran importancia, e igualmente su papel
bioguimico y su actividad farmacoldgica son relevantes, como lo informaron
recientemente Novoa y Céspedes (1983).

¢) Naftoquinonas y/o Antraguinonas: sustancias empleadas desde hace mucho
tiempo como catérticos, aunque también han mostrado otras actividades como
antimicrobiana y antileucémica (Kupcha & Karin, 1976). d) Taninos: tienen uso
industrial para curtir cueros y desde el punto de vista bioldgico se sabe que son
muy téxicos y pueden actuar como inhibidores enzimaticos (Golstein & Swain,
1965). e) Saponinas: aunque el principal interés por estos compuestos ha sido
como precursores para la sintesis de hormonas esteroidales (Marker, 1940),
también son importantes por su accién sobre las membranas celulares (Abe, H.
1978) y por su actividad anti-cancer (Bianchii, & Cole, 1969) y antiviral (Rao, and
Sinsheimer, 1974). f) Esteroides: constituyentes muy relacionados con efectos
sobre la membrana celular y como hormonas sexuales y de la corteza suprarrenal
(Morand & Lyal, 1968). g) Triterpenoides: son importantes por su actividad anti-
cancer entre otras (Kulshreshtma, 1972) .h) Cumarinas: para estas sustancias
(Soine, 1964) encontr6 mas de 30 efectos biologicos. i) Terpenlactonas: entre
estos metabolitos, tienen mayor interés las sesquiterpenlactonas, especialmente
por su actividad antimicrobiana y anti cancer (Kupchan, 1969), (Lee, 1977),
(Gonzales, 1978). j) Cardioténicos: como su nombre lo indica, estas sustancias
son de gran importancia por su actividad inotropica sobre el corazén (Sandberg &
Thorsen, 1962).

2.4.1 Analisis preliminar de alcaloides

Segun Sanabria (1983) “La mayoria de alcaloides son sustancias con caracter
basico, contienen nitrdgeno heterociclico, son obtenidos de plantas superiores y
tienen actividades fisiologicas muy marcadas; un ejemplo tipico de alcaloide es la
atropina. Ademas de ésa gran mayoria de alcaloides que cumplen con los
requisitos de este intento de definicidn existen otras sustancias que sin estar de
acuerdo con dichos requerimientos han sido universalmente aceptadas como
alcaloides, por ejemplo se conocen muchas aminas que tienen el nitrégeno sobre
una cadena alifatica (es el caso de la efedrina, la muscarina y la mescalina),
también se han aislado alcaloides de animales como ocurre con la batraciotoxina
A, obtenida del veneno de la rana del Choc6 Phyllobates bicolor, sustancia que es
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el cardiotonico mas activo que se conoce (Witrop, 1965) (Takurama, 1968), y de la
bacteria Pseudomonas aeruginosa se obtuvo el alcaloide piocianina.

Reacciones para el reconocimiento de alcaloides. Segun Sanabria (1983), en los
examenes fitoquimicos preliminares fundamentalmente se emplean reactivos de
precipitacion y reactivos para el revelado de cromatogramas.

Reactivos de precipitacion: Existen varios reactivos que pueden producir
precipitados cuando los alcaloides estan disueltos en un acido mineral diluido
(normalmente HCI al 1-5%). Los reactivos mas empleados con este fin son el
Reactivo de Bouchardat (yodo-yoduro de potasio), R. de Dragendorff (yoduro de
potasio y bismuto), R. de Ecolle (acido silicotungstico), R. de cloruro aurico (acido
cloroaurico), R. de Hager (acido picrico), R. de Mayer (yoduro de patasio y
mercurio), R. de cloruro platinico (acido cloroplatinico), R.de Scheibler (acido
fostangstico), R. De Sonnenschein (fosfomolibdato de amonio), R. de Valser
(yoduro de potasio y cadmio) y R. de Reineckato de amonio.

2.4.2 Analisis preliminar de Flavonoides

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios ampliamente
distribuidos en los vegetales, responsables de muchas coloraciones de las plantas
y con actividades biolégicas muy importantes.

Desde el punto de vista quimico derivan de la estructura fundamental Cs-C3-Cg, €S
decir, 2 anillos de benceno unidos por una cadena de 3 atomos de carbono. Son
formados en las plantas a partir de una unidad de &cido cinamico (via &cido
chiquimico) y 3 unidades de acetato.

El estudio de los flavonoides tiene interés en Quimiotaxonomia y por las funciones
gue pueden cumplir en las plantas como sustancias que facilitan la polinizacién
(Harborne, 1977), como reguladores del crecimiento de algunos vegetales
(Carpena, 1979) y como sustancias que protegen las plantas del ataque de
microorganismos, especialmente las fitoalixinas producidas como respuesta de la
planta a la invasién por microorganismos (Chamberlain, and Paxton, 1968), (Van
Etten, 1976), (Ingham, 1976), (Ingham, 1978), (Smith, 1978), (Van Etten, 1978).
También pueden ser importantes como precursores para la sintesis de
floroglucinol (Newhall & Ting, S.V. 1967), como sustancias edulcorantes
(Krbechek, L., Inglett, G. et al. 1968), por su actividad estrogénica (Bickoff,
E.M.1968), (Shutt, D.A.1976), por su accion anti-cancer (Sarin et al. 1976), como
agentes que disminuyen la fragilidad capilar (Trease & Evans, 1978) y por muchas
otras actividades biologicas (MC Clure, 1975).
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2.4.3 Analisis preliminar de naftoquinonas y/o antraguinonas

Las naftoquinonas y las antraquinonas son el grupo de quinonas presentes con
mayor frecuencia en las plantas superiores, aunque también han sido aisladas de
microorganismos y de liquenes. Las quinonas naturales quimicamente son para-
quinonas u orto-quinonas formados en las plantas por la ruta biosintética del
acetato; en general son compuestos de color amarillo anaranjado o café, pero
cuando existen como sales de hidroxiquinonas, son de color parpura, azul o verde.
El estudio de estas sustancias tiene gran interés en la actualidad porque algunos
investigadores han demostrado que poseen actividad anti-microbiana y antitumoral
significativa (Goncalves, et al 1971) (Shellard, 1957), como ocurre con la lawsana
y el lapacol.

2.4.4 Analisis preliminar de esteroides y Triterpen  oides libres

El triterpeno mas sencillo y precursor de todos los esteroides y triterpenoides es el
escualeno.

La reaccion de Liebermann-Burchard (Allen, 1924) es la prueba més utilizada para
el analisis cualitativo y cuantitativo de esteroides y aunque se viene empleando
desde hace mas de 60 afios, no se conoce bien el mecanismo ni los
requerimientos estructurales exactos para que una sustancia de positiva la prueba,
por eso y para una mayor confiabilidad en el resultado lo mejor es someter el
extracto de la planta en éter de petrdleo a una cromatografia bidimensional en
capa delgada utilizando como adsorbente silica de gel G y como revelador el
reactivo de Lieberman-Burchard (Stahl, 1969).

2.4.5 Analisis preliminar de taninos

Los taninos son polifenoles de origen natural con peso molecular comprendido
entre 500 y 3.000 que son capaces de formar uniones estables con las proteinas y
otros polimeros como la celulosa y la pectina. Debido a la facilidad con qué los
taninos se unen a las proteinas, se usan industrialmente para curtir cueros y
pueden inhibir algunas enzimas, interfiriendo con procesos metabolicos (Golstein
& Swain, 1965). Debido a su toxicidad, se piensa que los taninos juegan un papel
importante en los mecanismos de defensa de las plantas y es interesante el hecho
de haber aislado taninos con accién antitumoral (Loub, 1973).

La prueba mas conocida y universalmente utilizada para el reconocimiento de
taninos, se basa en la precipitacién de una solucién, de gelatina-sal por los taninos
y tal vez, la técnica descrita por Segelman y col. ( 1969), es la que mejores
resultados ha dado.
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2.4.6 Andlisis preliminar de saponinas

Las saponinas son glicosidos que derivan fundamentalmente de 2 nucleos:
Farnsworth & Morris (1976) cita varias propiedades caracteristicas de las saponi-
nas: a) Son capaces de hemolizar los glébulos rojos .b) .Cuando estan disueltas
en agua y se agitan vigorosamente pueden producir una espuma caracteristica
gue persiste por mas de 30 minutos. c) Las saponinas son téxicas para los peces
porque producen paralisis de las agallas) Producen coloraciones caracteristicas
con el reactivo de Liebermann-Burchard.

Las saponinas esteroidales estdn ampliamente distribuidas en las plantas y tienen
gran importancia porque son el punto de partida para la sintesis quimica (Marker,
R.E. 1940), (Marker, 1947) o microbiolégica (Hayakawa & Sato, 1963) de
aproximadamente el 80% de las hormonas esteroidales y si se tiene en cuenta
gue cerca del 10% de los medicamentos son hormonas esteroidales, es facil
comprender la enorme importancia econdémica que tienen dichos compuestos.

2.4.7 Andlisis preliminar de Cardioténicos

Los glicésidos cardiacos o cardiotonicos son sustancias, amargas derivadas de los
esteroides, que tienen accién sobre el corazén.

Los cardendlidos tienen mayor importancia desde el punto de vista terapéutico y
se han aislado especialmente en plantas del género Digitalis de la familia
Scrophulariaceae (Makarivich, 1973) y del género Strophanthus de la familia
Apocynaceae.

Con el fin de detectar los cardiotonicos en plantas se emplean reacciones para el
reconocimiento de los desoxi-azlcares, del ndcleo esteroidal y de la lactona
insaturada.

2.4.8 Analisis preliminar de cumarinas

Las cumarinas son sustancias derivadas de la a-benzopirona, formadas en las
plantas a partir del acido cinamico (Brown, 1963). El compuesto mas sencillo es la
cumarina y en las plantas existen derivados hidroxilados como la umbeliferona,
metoxilados y prenilados como la suberosina y la xantiletina, furanocumarinas
como el psoraleno y una gran variedad de compuestos que incluyen glicésidos.

Las cumarinas tienen importancia biolégica como agentes fotosensibilizantes de la
piel, por su accion anticoagulante, estrogénica, sedante, vasodilatadora,
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antihelmintica, antibacteriana, antifangica y por muchas otras actividades
biolégicas que describe Soine (1964).

Actividad citotoxica y antitumoral: Se han efectuado muchos trabajos en los cuales
se ha demostrado la actividad citotoxica y/o antitumoral de algunas lactonas
sesquiterpénicas, entre estos estudios vale la pena mencionar los llevados a cabo
por Lee y col. (Gray & Waterman, 1978) (Lee & col. 1972), Gonzalez y col.
(Gonzales, A.G. y col. 1978) y especialmente los de Kupchan & col. (1969).

16



CAPITULO 1l

METODOLOGIA

El estudio contemplé tres fases, que corresponden a revision bibliografica, fase de
campo (recoleccion de la muestra), fase de laboratorio (preparacion de la muestra,
pruebas fitoquimicas, estudio morfolégico, anatémico, y pruebas histoquimicas) y
procesamiento de la informacion, que tuvo una duracién aproximada de seis
meses.

3.1 FASE 1. REVISION BIBLIOGRAFICA

Se realizdé una busqueda exhaustiva de informacion tanto en la web como en
libros.

3.2 FASE 2. TRABAJO DE CAMPO (recoleccion de la muestra)

Se colectaron muestras botanicas completas, con flor y fruto, ademas el fruto fue
colectado periédicamente (de forma aleatoria) escogiendo aproximadamente cinco
unidades por arbol en distintos barrios de la comuna uno, Municipio de Neiva
departamento del Huila, Colombia.

3.3 FASE 3. TRABAJO DE LABORATORIO

Secado y montado de los ejemplares. Los ejemplares colectados fueron
prensados, secados y montados para incrementar el inventario del herbario
SURCO de la universidad.

Preparacion de la muestra . Se inicio con la separacién de la cascara, pulpa y
semilla del fruto, seguido del proceso de pesado, secado y molida, posteriormente
se tomaron 200 gramos de cada muestra en remojo con etanol al 96% durante
ocho dias aproximadamente.

Pruebas fitoquimicas . Se tomaron los extractos etanolicos de cada muestra y se
aplicaron los siguientes reactivos de identificacion de metabolitos secundarios:
Shinoda para flavonoides, Wagner, Dragendorff y Mayer para alcaloides, Cloruro
férrico, Solucion de Gelatina, Solucion de Gelatina y sal y Solucion Salina para
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taninos, Liebermann-Burchard y Salkowski para triterpenos y/o esteroides,
Hidréxido de Sodio para cumarinas y Baljet, Keller-Killiani, Burchard y Salkowski
para cardiotonicos. (Ver apéndice 1)

Estudio morfolégico . Se realizo este estudio teniendo en cuenta el libro
morfologia y anatomia vegetal de Becerra & Chaparro (1999).

Estudio anatdmico . Se realizaron cortes de tallo, hoja, flor y fruto y con base al
libro anatomia vegetal de Da Apezzato & Carmello (2003) se identificaron cada
una de las partes.

Pruebas histoquimicas . Se realizo este estudio aplicando colorantes como
Sudam Il para aceites y grasas, Lugol para almidén, Fehling para azucares
reductores, Azul de metileno para muscilagos y Cloruro férrico para taninos, en los
cortes de los 6rganos del pomorroso. Para la identificacion de estas sustancias
contenidas en los tejidos se tuvo en cuenta el libro morfologia y anatomia vegetal
de Becerra & Chaparro (1999).

3.4 FASE 4. INTERPRETACION Y SISTEMATIZACION DE LO S RESULTADOS
Los resultados obtenidos se relacionaron en tablas que posteriormente fueron

interpretadas, ademas, con base a esos resultados se realizaron las discusiones y
conclusiones.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

La tabla 2 muestra los resultados obtenidos a través del estudio fitoquimico
preliminar realizado, en donde se identificaron metabolitos secundarios de
extracto etandlico de la cascara, pulpa y fruto, ademas de su abundancia
aparente.

Tabla 2. Resultados de pruebas fitoquimicas preliminares para la Sizygium
malaccense (L). Merr. & L.M Perry (Pomorroso).

METABOLITOS REACTIVOS CASCARA PULPA SEMILLA
SECUNDARIOS
FLAVONOIDES Mg y HCI +++ incierta -
ALCALOIDES Dragendorff ++ ++ -
Mayer + + -
Wagner +++ +++ -
SAPONINAS H,O Caliente +++ +++ +++
TANINOS FeCls - - +++
Sin de - - +++
Gelatina
Sin de - - +++
Gelatina y sal
Sin Salina - - +++
ANTRAQUINONAS | CHCI3 - NaOH - + ++
LIBRES 5%
TRITERPENOS Liebermann- ++ ++ ++
Y/O ESTEROIDES Burchard
Salkowski - - -
CUMARINAS NaOH - - -
VOLATILES
CARDIOTONICOS Baljet - - -
Keller-Killiani - - -
Burchard - - -
Salkowski - - -

+++ = Presente en abundancia. ++ = Presente en mediana cantidad. + =
Presente en pequeia cantidad. - = Resultado negativo.
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4.1 RESULTADOS DE PRUEBAS FITOQUIMICAS

Figura 1. Prueba para identificacion de flavonoides.

Cascara Semilla Pulpa
Antes Después Antes Desp ués Antes Después

Al aplicar la prueba de Shinoda para flavonoides (coloracion rojiza) en los
extractos etanolicos, la prueba dio positiva para la cascara e incierta para la pulpa.

Figura 2. Prueba para identificacion de alcaloides.

Cascara Pulpa

Semilla

Al aplicarle los reactivos de Wagner, Mayer y Dragendorff (turbidez o precipitado
marron) en los extractos etandlicos, la prueba dio positiva para cascara y pulpa.

Figura 3. Prueba para identificacion de saponinas.

Al adicionar agua caliente y agitar los extractos etandlicos la prueba dio positiva
para cascara, pulpay la semilla al formarse espumas en cada una.
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Figura 4. Prueba para identificacién de taninos.

Solucion de FeCl 3 Solucion de gelatina

=

SEMILLA CASCARA ! PULPA

Solucién de gelatina y sal Solucién salina
L"

Al adicionarle las soluciones de FeCI3 (coloracion azul), gelatina (precipitado
blanco), gelatina y sal (precipitado blanco) y salina (sin cambio) en los extractos
etandlicos, la prueba dio positiva para Semilla.

Figura 5. Prueba para identificacion de antraquinonas libres.

D -

Al adicionar CHCI; - NaOH 5% (cloracién roja) en los extractos etandlicos, la
prueba dio positiva para pulpay semilla.

Figura 6 . Prueba para identificar triterpenos y/o esteroides.

Reaccién de Liebermann- Buchard Reacciéon de Salkowski

Al aplicar el reactivo de Liebermann-Buchard (coloracién marrén) en los extractos
etanolicos, la prueba dio positiva para cascara, pulpa y semilla, mientras con el de
Salkowski dio negativa.
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Figura 7. Prueba para identificacion de cardioténicos.

Reactivo de Baljet Reactivo de Keller-Killiani

SEMILLA SEMILLA

Reactivo de Liberman-Burchard

SEMILLA

SEMILLA

Al aplicarle los reactivos se esperaba que con de Baljet se obtuviera coloraciones
roja, naranja o violeta, Keller-Killiani coloraciones intensas, Liberman-Burchard
coloracion verde, azul verdoso y de Salkowski coloracion amarilla o rojo sangre,
por lo tanto la prueba dio negativa para los tres extractos etanolicos.

4.2 RESULTADOS MORFOLOGICOS

Descripcion boténica del pomorroso
Sizygium malaccense (L). Merr. & L.M Perry

Arbol perenne, 8 — 10 m de altura. Tallo simpodial, café grisaceo. Hojas simples,
opuestas; peciolo de 1,5 — 2 cm de longitud; lamina oblonga, 20 — 29 cm de
longitud, 7 — 9 cm de ancho, margen entero, 4pice acuminado, base atenuada,
venacion camptodroma. Inflorescencia caulinar, fasciculada, 7-10 cm de longitud
por 8-10 cm de ancho; bracteas florales caedizas. Flores grandes, vistosas,
actinomorfas, bisexuales, epiginas; caliz dialisépalo, sépalos 4, con desarrollo
valvar; corola dialipétala, pétalos 4, con desarrollo contorto, fucsia; estambres
muchos, libres, isomeros; filamento 3 cm de longitud, fucsia; antera dorsifija,
diteca, dehiscencia longitudinal, amarilla; gineceo sincarpico, ovario infero,
bicarpelar, bilocular, placentacion axilar, con pocos 6vulos, anéatropos, de los
cuales solo uno se desarrolla. Fruto en drupa, exocarpo rojizo, mesocarpo blanco.

En las muestras de pomorroso se evidencian flores vistosas con muchos
estambres, la disposicién de la inflorescencia tipo caulinar (figuras 8 y 9) y el fruto
carnoso (figura 10).
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Figuras 8, 9y 10. Organos del pomorroso

8: Flores 9 Hojas y flores. 10: Fruto.
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4.3 RESULTADOS DE LA DESCRIPCION ANATOMICA

TALLO: En el corte transversal de tallo se observan los tejidos tipicos de una
dicotiledénea, con haces vasculares bicolaterales (figura 11), estela tipo
sifonostela anfifléica, y corteza y médula con cristales de oxalato de calcio en
forma de drusas.

Figuras 11, 12 y 13. Corte transversal de tallo.

11: vista general, aumento 10 X; 12: detalle del corte, aumento 10 X. 13: detalle de
corteza mostrando cristales de oxalato de calcio en forma de drusas (Dr), aumento
40 X. M= medula; X;= xilema primario; X,= xilema secundario; Fli= floema interno;
Fle= floema externo C= cambium vascular; Ct= corteza; Ep= epidermis.
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PECIOLO: se observan canales resiniferos (figural4) y gran cantidad de cristales
de oxalato de calcio en forma de drusas

Figuras 14 y 15. Corte transversal de peciolo

14: Canales resiniferos aumento (Cr), 10 X. 15: detalle del corte mostrando gran
cantidad de cristales de oxalato de calcio en forma de drusas (Dr), aumento 40 X.

HOJA: En el corte transversal de hoja se observan los tejidos tipicos de una
dicotiledonea, con mesodfilo bifacial, compuesto por una capa de parénquima en
empalizada hacia el haz y parénquima esponjoso hacia el envés (figura 16).
Presenta nervadura media en forma de media luna (figura 17), en cuyo
parénquima se observan canales resiniferos y algunos cristales de oxalato de
calcio en forma de drusas.

Figuras 16 y 17. Corte trasversal de hoja, aumento 10 X.

Se observa X= xilema; Fl= floema; En= endodermis; Pr= periciclo; PE=
parénquima en empalizada; PES= parénquima esponjoso; y Ep = epidermis.
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En el corte superficial de la hoja se observan ademas de las células epidérmicas
tipicas los estomas (ES) de tipo paracitico (figura 18), con un par de células
anexas paralelas a las células oclusivas. Segun la posicion de los estomas, la hoja
es de tipo hipostomatica.

Figura 18. Corte longitudinal del envés de hoja, aumento 40 X.

ultimas, el ostiolo (OS) ademas las células epidérmicas tipicas (CET).

PETALO: Ademas del tejido tipico, en el pétalo de la flor del pomorroso se
observan canales resiniferos con sus respectivas células secretoras (figura 19 y
20).

Figuras 19 y 20. Corte longitudinal de pétalo.

RESINA

19: vista general aumento 10 X. 20: aumento 40 X.
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PEDICELO FLORAL: En el corte transversal del pedicelo floral se observan los
tejidos fundamentales de una planta dicotiledonea (figura 21), con algunos canales
resiniferos (figura 22) y células pétreas (figura 23).

Figuras 21 a23. Corte transversal de pedicelo floral.

21: células pétreas (Cp) aumento 100 X. 22: cambium (C), floema (FI) y vaso del
xilema (VX) aumento 100 X. Figura. 23: Células secretoras (CeS), canales
resiniferos (Cr) aumento 10 X.
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OVARIO: en el corte transversal de ovario se identifican las partes fundamentales
un ovario bicarpelar, bilocular, con placentacion axilar (figura 24) y Ovulos
anatropos (figura 25).

Figuras 24 y 25 . Corte transversal de ovario.
P S I
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24: carpelos (Carp), l6culos (L), los ovulos, el septo (Sp) aumento 10 X. 25:
detalle del corte aumento 40 X.

FRUTO: en la cascara (exocarpo) del fruto se observan antocianos (figura 26),
mientras en la pulpa (mesocarpo) se observa el tejido de almacenamiento tipico
(figura 27).

Figuras 26 y 27. Corte longitudinal de fruto.

26: células del exocarpo aumento 10 X. 27: mesocarpo, parénquima de reserva
aumento 10 X.
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Se observan canales resiniferos (figura 28).

Figura 28. Corte transversal de fruto.

-f 1 o 2

Exocarpo (EX) y mesocarpo (Mc), células secretoras (Ce), canal resinifero (Cr)
aumento 10 X.

29



4.4 RESULTADOS DE LAS PRUEBAS HISTOQUIMICAS

La tabla 3 muestra los resultados obtenidos a través de la aplicacién de colorantes
guimicos en los diferentes 6rganos del pomorroso, en donde se identifican
sustancias quimicas.

Tabla 3. Resultados de identificacidbn de sustancias quimicas contenidas en los
tejidos de los diferentes 6rganos del pomorroso.

SUSTANCIAS COLORANTE ORGANO RESULTADO
Tallo (medula, corteza) +++
Aceites y Grasas Sudam Il
Flor (pedicelo) ++
Almidén Lugol Tallo, Flor, Fruto, Hoja. -
Azucares Fehling A+ Tallo (floema, ++
Reductores Fehling B parénquima fotosintético)
Flor (parénquima, haces +++

vasculares canales,
resiniferos)

Fruto(canales ++
resiniferos)
Hoja(has vascular, ++
parénguima fotosintético)
Cutinas Sudam Il Tallo, Flor, Fruto, Hoja. +++
Muscilagos Azul de metileno | Tallo(canales resiniferos) +
Flor ( haces vasculares) ++
Hoja(canales resiniferos) +
Fruto(canales +
resiniferos)
Taninos Cloruro Férrico Tallo (todos los tejidos) +++
Flor (El septo, la ++

placenta y los haces
vasculares)
Hoja +
Fruto(tejido embrionario) +++

+++ = Presente en abundancia. ++ = Presente en mediana cantidad. + = Presente
en pequefia cantidad. - = Resultado negativo.

TALLO: en el corte transversal de tallo tinturado con diferentes colorantes se
observa muscilago en un canal resinifero (figura 29), aceites y grasas en la
medula y la corteza (figuras 30y31), azucares reductores en el floema y
parénquima fotosintético (figura 32) y gran abundancia de taninos (figura 33).
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Figuras 29 a 33. Cortes transversales de tallo con los diferentes colorantes aplicados para las
pruebas histoquimicas, aumento 10 X.

29: Prueba para muscilago (Mu), corteza tinturada con azul de metileno. 30 y 31:
Médula vy corteza tinturadas con Sudam Ill, se observan puntos rojos que indican
la presencia de aceites y grasas. 32. Corte tinturado con fehling A+B, se observa
un precipitado pardo en el floema interno, externo y en el parénquima fotosintético,
lo que indica presencia de azucares reductores. 33: Corte tinturado con cloruro
férrico, se observa una coloracién oscura en la mayoria del corte, lo que evidencia
la presencia de taninos.

HOJA: en el corte transversal de mesdfilo tinturado con diferentes colorante se
observa muscilago en un canal resinifero (figura 34).
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Figuras 34 y 35. Cortes transversales de hoja con azul de metileno y fehling A + B.

34: Prueba para muscilago (Mu), mesdfilo tinturado con azul de metileno, aumento
40 X. Figura 35: Nervio central tinturado con fehling A+B, se observa un
precipitado pardo alrededor del haz vascular y en las células parenquimaticas
cerca a la epidermis superior, aumento 10X.

FLOR: en el corte transversal de pedicelo floral y de ovario tinturados con
diferentes colorantes se observa muscilago en los haces vasculares (figura 36),
aceite en un canal resinifero (figura 36) y taninos en el ovario (figura 38).

Figuras 36 y 37. Cortes transversales de pedicelo floral con azul de metileno y Sudam lll.

=

36: Pedicelo floral tinturado con azul de metileno. Se observan los haces
vasculares (HV) totalmente tefiidos, aumento 4 X. 37: Pedicelo floral tinturado con
Sudam lll. Los puntos rojos en las células y en el canal resinifero (Cr) indican la
presencia de aceites y grasas, aumento 10 X.
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Figuras 38y 39 . Cortes transversales de pedicelo floral y ovario con fehling y cloruro férrico.

38: Pedicelo floral tinturado con fehling A + B. la coloracion parda en el
parénquima, los haces vasculares (HV) y canales resiniferos (Cr) indica la
presencia de azucares reductores. 39: Ovario tinturado con Cloruro férrico. El
septo (Sp), la placenta (PI) y los haces vasculares se tornan oscuros, lo que indica
presencia de taninos.

FRUTO: en el corte transversal del fruto tinturado con diferentes colorantes se
observa muscilago y azucaras reductores en los canales resiniferos (figura 40 y
41).

Figuras 40 y 41. Cortes transversales de fruto con azul de metileno y fehling A + B.

40: Mesocarpo y exocarpo tinturados con azul de metileno (40 X). 41: Fehling A +
B (10 X), se evidencia la presencia de muscilago y de azucares reductores en los
canales resiniferos (Cr).

SEMILLA: en el corte longitudinal de tejido embrionario tinturado con diferentes
colorantes se observa la presencia abundante de taninos (figura 42).
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Figura 42. Corte transversal de tejido embrionario con cloruro férrico.
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CAPITULO V

DISCUSION

Los resultados para la determinacion de alcaloides muestran que para distinto tipo
de reactivo la abundancia o presencia es variable, debido a que este tipo de
metabolito secundario presenta grupos funcionales diferentes y por tanto, algunas
pruebas son especificas para reconocer un compuesto, grupos de compuestos o
una sustancia puntual.

Los flavonoides, sustancias importantes por ser utilizadas como sustancias
edulcorantes (Krbechek, L., Inglett, G. et al. 1968), por su actividad estrogénica
(Bickoff, E.M.1968), (Shutt, D.A.1976), por su accion anti-cancerigena (Sarin.
J.P.S.et al. 1976), como agentes que disminuyen la fragilidad capilar (Trease, G.E.
and Evans, W.C. 1978), estan presentes en la cascara y pulpa del pomorroso, con
mayor abundancia en la primera.

Los resultados para la identificacion de alcaloides en los tres extractos etandlicos
(cascara, pulpa, semilla) del fruto del pomorroso se evidencian solo para cascara y
pulpa con los distintos reactivos empleados.

La concentracion de saponinas encontradas es grande para las tres muestras
estudiadas, este tipo de metabolito es de gran interés porque, por ejemplo,
Farnsworth y Morris (1976) citan dos propiedades caracteristicas de las saponi-
nas: a) Son capaces de hemolizar los glébulos rojos, y b) cuando estan disueltas
en agua y se agitan vigorosamente pueden producir una espuma caracteristica
gue persiste por mas de 30 minutos. De hecho, esta es la prueba especifica para
su identificacion.

Las saponinas esteroidales estdn ampliamente distribuidas en las plantas y tienen
gran importancia porque son el punto de partida para la sintesis quimica (Marker,
1940, 1947) o microbiolégica (Hayakawa y Sato, 1963) de aproximadamente el
80% de las hormonas esteroidales y si se tiene en cuenta que cerca del 10% de
los medicamentos son hormonas esteroidales, es facil comprender la enorme
importancia econdmica que tienen dichos compuestos.

Los taninos son sustancias con propiedades astringentes y antiinflamatorias. Al
ser capaces de secar y desinflamar la mucosa del tracto intestinal, resultan muy
eficaces en el tratamiento de la diarrea, ademas, gracias a la actividad astringente
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ayudan también a que la sangre coagule, por lo que los taninos presentan una
accion antihemorragica local, debido a la vasoconstriccion que producen, y asi
mismo, resultan beneficiosos en el tratamiento de hemorroides (Judd et al, 2002),
este tipo de metabolito secundario esta presente en gran abundancia en la semilla
del pomorroso, lo cual nos permite argumentar que la semilla de la especie
investigada es un posible antidiarréico y vaso constrictor.

Las antraquinonas, metabolitos secundarios que se identificaron en pulpa y semilla
del pomorroso, tienen gran interés en la actualidad porque algunos investigadores
han demostrado que poseen actividad anti-microbiana y antitumoral significativa
(Goncalves, et al 1971) (Shellard, 1957), como ocurre con la lawsana y el lapacol.

La prueba de Liebermann-Burchard para la identificacion de triterpenos y/o
esteroides, resultd positiva, pero puede indicar falsos positivos, debido a que otras
sustancias como los carotenos y las xantofilas que siempre se encuentran en las
plantas también reaccionan positivamente (Wall & Col, 1954, en Sanabria, 1983).

Segun Alfaro (1987) la pulpa y la semilla de la Pomarrosa comun Sizigyum jambos
(L) Alston presenta flavonoides y taninos, saponinas solo en la pulpa y esteroides
y antraquinonas solo en la semilla, al compararlo con el Pomorroso Sizigyum
malaccense (L) Merr &L.M Perry, se observa que ambas especies presentan
flavonoides y saponinas en la pulpa y taninos, saponinas, esteroides vy
antraquinonas en la semilla. A diferencia de la pomorrosa comdn, el pomorroso
presenta alcaloides y saponinas en la pulpa y flavonoides en la semilla, pero no
presenta flavonoides en la semilla y hay ausencia de taninos en pulpa. Ninguna de
las dos especies presenta alcaloides en semilla ni cumarinas en semilla y pulpa.
Todo lo anterior se debe posiblemente a que son especies vegetales
pertenecientes a la misma familia y genero, por tanto, pueden compartir la
presencia y/o ausencia de algunos metabolitos secundarios.

En los resultados obtenidos del estudio anatomico, se evidencian antocianos en la
cascara del fruto, lo cual corrobora los resultados positivos fitoquimicos en la
identificacion de flavonoides, en razén a que los antocianos son pigmentos
pertenecientes a este grupo de metabolito secundario (Kuskoski, et al 2004).

La abundante presencia de taninos en la semilla, evidenciable en los resultados
obtenidos del estudio histoquimico, corrobora los resultados positivos fitoquimicos
en la identificacion de dicho metabolito secundario.

Ademaés, en la pomarrosa comun y la guayaba, segun lo reportado por Alfaro
(1987), se cita la presencia de sustancias quimicas en la pulpa de los frutos, lo
cual comparado con los resultados obtenidos del pomorroso muestran también la
presencia de aceites, grasas y azucares reductores, esta relacion se debe
posiblemente a que las tres son especies pertenecientes a la familia Myrtaceae.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En las pruebas fitoquimicas realizadas con distintos reactivos de reconocimiento
para el fruto del pomorroso se identificaron cinco metabolitos secundarios:
flavonoides, alcaloides, saponinas, taninos, antraquinonas y posiblemente
esteroides.

Se encontr6 que la cascara del pomorroso contiene flavonoides, alcaloides vy
saponinas, la pulpa contiene ademas de lo mencionado, antraquinonas y la semilla
presenta saponinas, taninos y antraguinonas.

El Pomorroso es un arbol que se caracteriza porque puede alcanzar entre ocho y
doce metros de altura, tiene hojas simples de 19 a 20 centimetros de longitud,
flores grandes, vistosas, de color fucsia con muchos estambres y fruto en forma
de drupa rojizo.

La planta presenta tejidos tipicos de una dicotiledénea, con haces vasculares
bicolaterales, estela tipo sifonostela anfifldica, corteza y médula en el tallo, hoja
hipostomética, con estomas paraciticos, mesofilo bifacial, compuesto por una capa
de parénquima en empalizada hacia el haz, parénquima esponjoso hacia el envés
y nervadura media en forma de media luna; el ovario es bicarpelar y bilocular, con
placentacién axilar, los ovulos de tipo anatropo y el fruto es una drupa con
parenquima de reserva (azUcares y muscilagos) en la pulpa o mesocarpo.

El Pomorroso presenta canales resiniferos en todos los érganos, ademas, cristales
de oxalato de calcio en forma de drusas de forma evidente en la medula y corteza
del tallo, peciolo y mesofilo de la hoja.

Se encuentran en los tejidos de los diferentes 6rganos del pomorroso sustancias
guimicas como aceites y grasas, abundantes en la medula del tallo, azucares
reductores, en gran cantidad en la flor, cutinas en la epidermis, mucilagos en
canales resiniferos, y abundantes taninos en el tallo y tejido embrionario

Con base en el estudio anterior se recomienda:
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Complementar el estudio realizado con uno etnoboténico en la misma zona de
influencia donde se colectaron las muestras con el fin de asociar los metabolitos
secundarios con las propiedades que la comunidad le asigna a la planta.

Realizar un estudio fitoquimico completo de toda la especie.

Aislar y caracterizar los metabolitos encontrados y establecer la actividad biologica
de la planta.

Desarrollar un estudio microbioldgico al fruto que permita confirmar el supuesto
popular de produccién de parasitos por el consumo del mismo.
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APENDICE 1

Lorenzo & Gonzales (2003):

Cétedra de Farmacognosia y Productos Naturales.
Facultad de Quimica.

Alcaloides.

a) Reacciones en tubo.

Llevar a sequedad, 30 ml del extracto etandlico de la planta, adicionar 5 ml de HCI
(10%) y calentar por 10 min. Enfriar, filtrar, dividir el filtrado en tres tubos de
ensayo y agregar unas gotas de los reactivos de reconocimiento: Dragendorff,
Mayer y Wagner. Una leve turbidez o precipitado (rojo a naranja, blanco a cremay
marron) evidencia la posible presencia de los mismos.

Cardiotonicos .
a) Reacciones en tubo.

A 10 ml del extracto etandlico de la planta adicionar 5 ml de solucion de acetato
de plomo al 10% y 4 ml de agua destilada. Calentar la mezcla a bafio Maria
durante 10 min. Filtrar. Agitar el filtrado con 20 ml de CHCI3, separar la capa
cloroférmica en 6 tubos de ensayo, llevar a sequedad.

Adicionar:

- al primer tubo 1 ml de reactivo de Baljet. (Coloracién roja, naranja-rojiza o violeta
con cardendlidos).

- en el segundo realizar la reaccion de Keller-Killiani (4cido acético glacial,
1 gota de cloruro férrico al 5% en metanol y &cido sulfirico concentrado.)
Coloraciones intensas.

- en el tercero realizar la reaccion de Liebermann-Burchard (1 mg de muestra
/pocas gotas de HOAc + 3 ml Ac20/H,S0,4 (50:1)). Coloracién verde, azul verdoso,
via rojo al azul.

- en el cuarto realizar la reaccion de Salkowski (nucleo esteroidal). Coloracion
amarilla-rojo sangre.
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Flavonoides

a) Reacciones en tubo.

Colocar en tubo, 2 ml del extracto etandlico, algunos fragmentos de Mg y agregar,
por las paredes del tubo, unas gotas de HCI diluido. Observar la coloracion, que
varia para las diferentes estructuras.

Taninos.

Evaporar 5 ml del extracto etandlico de la planta y disolver el residuo en 10 ml de
agua destilada. Filtrar. o . '

A 3 ml del extracto acuoso, adicionar 1 o 2 gotas de solucién de cloruro férrico al
10%

Coloracion azul indica posible presencia de taninos hidrolizables, y coloracion
verde de taninos condensados.

Confirmacion: _ o
Se divide el resto del extracto acuoso en tres partes iguales y adicionar en cada
uno:

-solucién de gelatina.

-solucién de gelatina y sal
-solucién salina.

Aparicion de precipitado blanco en los tubos con soluciones de gelatina y de
gelatina-sal son resultados positivos para test de taninos. Si también aparece en
la solucion salina se considera negativa.

Saponinas.

a) Reacciones en tubo.

Evaporar 5 ml del extracto etandlico de la planta y retomar en agua hirviendo.
Enfriar. Agitar vigorosamente, dejar reposar 15 a 20 min.

Clasificar la presencia de saponinas por la formacién y la altura de la espuma.

Triterpenos y/o esteroides

a) Reacciones en tubo.

Llevar a sequedad 10 ml del extracto etandlico de la planta, adicionar 10 ml de
cloroformo, filtrar, dividir en dos porciones el filtrado. En cada uno de los tubos
realizar: reaccion de Liebermann-Burchard y reaccion de Salkowski.

Derivados antracénicos libres

a) reacciones en tubo.

Colocar en un tubo de ensayo 0.20 g de planta y adicionar 5 ml de cloroformo,
agitar, dejar 15 min en reposo.

Recoger la fase cloroférmica y dividirla en dos tubos de ensayo.

En el ler. tubo agregar 1 ml de solucion de NaOH al 9% en agua. Coloracién
rojiza en la fase acuosa, Indica presencia de antraquinonas (Reaccién de
Borntraeger).
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Cumarinas volatiles .

a) Reacciones en tubo.

En un tubo de ensayo colocar 2 ml del extracto etandlico de la planta, tapar con
papel de filtro impregnado en solucién diluida de NaOH vy llevar a bafio de agua a
100<C por algunos minutos.

Remover el papel de filtro y examinarlo bajo luz UV, siendo la fluorescencia
amarilla indicativa de la presencia ele cumarinas.
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