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RESUMEN

En el Perl Perezia pinnatifida, es una planta medicinal altoandina conocida como
“valeriana”, “valeriana fina” y “contrahierba”, la raiz y el rizoma de esta planta son

utilizados como sedantes, antitusigena, contra dolores de cabeza, astenia y “susto".

El objetivo del presente estudio fue la determinacion cualitativa de los metabolitos
secundarios del rizoma, raiz y hojas de Perezia pinnatifida y su caracterizacion morfo-
histol6gica. Se realizaron pruebas de tamizaje fitoquimico y cromatografia de capa fina,
a fin de identificar los posibles grupos quimicos presentes en la planta. Se detectaron
carbohidratos, azucares reductores de grupo cetonico, compuestos fendlicos,
saponinas, flavonoides, alcaloides y glicésidos. Se concluye que los extractos de rizoma,

raiz y hoja de Perezia pinnatifida presentan los mismos metabolitos secundarios.

En la morfologia, Perezia pinnatifida es una hierba acaule, de porte bajo, presenta
rizoma erecto con raices fasciculadas, sus hojas son arrosetadas, laminas pinnatifidas,
lanceolada-lirada, l1ébulos con bordes redondos y ciliados. Referente a la histologia, se
encontré que la hoja presentd un tipo mesomorfico, con haces vasculares rodeados de
vaina parenquimatica, estomas anomociticos, hoja anfiestomética, abundancia de
tricomas glandulares pluricelulares, presenta un parénquima en empalizada de células
alargadas y parénquima con células isodiamétricas siendo mas pequenas las cercanas
a la epidermis y a los haces conductores, con presencia de espacios intercelulares. Las
raices mas joévenes presentan epidermis y un parénquima cortical con células
isodiamétricas, mientras las maduras presentan una peridermis delgada, debajo un
parénquima cortical con células isodiamétricas mas pequefas hacia la endodermis.

Floema y xilema secundarios continuos.

Palabras clave: Perezia, valeriana, metabolitos secundarios, fitoquimica, morfologia,

histologia.



ABSTRACT

In Peru Perezia pinnatifida, is a medicinal plant of the Andes known as "valeriana”,
"valeriana fina", and "contrahierba". The root and rhizome are use as sedatives,

antitussive againt headaches, asthenia and "fright".

The aim of this research was the qualitative determination of secondary metabolites
present in the rhizome, root and leaf of Perezia pinnatifida and its morpho-histological
characterization. To determine the possible chemical groups present in the plant have
been used phytochemical screening and Thin-layer chromatography (TLC). The results
revealed the presence of carbohydrates, ketone-bearing reducing sugars, phenolic
compounds, saponins, flavonoids, alkaloids and glycosides. Thus, is concluded that the

extracts of rhizome, root and leaf present the same secondary metabolites.

In the morphology, Perezia pinnatifida is an acaulescent heb, small, present an erect
rhizome with fasciculated roots, leaf rosette with lanceolate pinnatifid blades, lobes with
round and ciliated borders. The histology of the plant presents mesomorphic leafs with
vascular bundles surrounded by parenchymatous sheath, anomocytic stomata,
amphistomatic leafs, plenty of glandular pluricellular trichomes, shows a palisade
parenchyma with elongated cells and a parenchyma with isodiametric cells, these
become smaller near to the epidermis and the vascular tissue, with presence of
intercellular spaces. The younger roots show the epiderm and a cortical parenchyma
with isodiametric cells, whereas the older ones have a thinner periderm, below, a cortical
parenchyma with smaller isodiametric cells to the endoderm. Continuous secondary

phloem and xylem.

Key words: Perezia, valeriana, secondary metabolites, phytochemistry, morphology,

histology.



1. INTRODUCCION

Las plantas han sido desde la antigiedad un recurso util para el ser humano para la
curacién de sus enfermedades, debido a la presencia de metabolitos secundarios.
Segun Edwards (2004), citado por Canter et al., (2005), aproximadamente las dos
terceras partes de las 50 000 especies diferentes de plantas medicinales usadas,
son silvestres y en Europa solo el 10% de las especies medicinales usadas
comercialmente son cultivadas. En la actualidad, cientos de plantas son utilizadas
en la medicina, pero la ciencia moderna, analizando y estudiando los efectos
terapéuticos de las plantas, quiere precisar, comparar y clasificar las diversas
propiedades, no con el fin de disminuir esta confianza en la naturaleza, sino para
agrupar a las plantas de efectos similares, para conocer los principios activos
responsables de aliviar o curar enfermedades, separarlos de las plantas que lo
contienen, determinar sus estructuras quimicas, procurar su sintesis, proponer
modificaciones estructurales en busca de una mayor actividad (Lock, 1994) y

comprobar su actividad farmacologica.

El Pert es conocido como el pais biogeograficamente mas diverso, asi como uno
de los que tiene mayor diversidad de flora porque alberga 18000 de las 400000
especies de plantas superiores; también es considerado como el Centro de
Especiacion en el Neotrdpico y uno de los 12 mayores Centros de Origen de Plantas
Cultivadas (Mostacero et al., 1996). Las regiones fitogeogréaficas peruanas tienen
caracteristicas propias (vegetacion, clima, etc.) que las hacen Unicas dentro de
nuestro pais, entre estas se encuentra la regioén Altoandina, ubicada sobre los 3800
0 4000 m.s.n.m.; entre sus principales componentes se encuentran especies de los
géneros Azorella, Opuntia, Nototriche y Perezia (Mostacero et al., 1996; Pérez &
Cano, 2002). La mayoria de las especies utilizadas crecen de forma espontanea y

se extraen directamente por la comunidad de su habitat natural. Existe una seria



amenaza para algunas especies que se recogen para ser vendidos en el mercado

de Lima (De-la-Cruz et. al., 2007).

Muchas plantas que son utilizadas por los pobladores para curar sus dolencias se
encuentran de manera silvestre, ademas que son mas baratas que las medicinas
sintéticas y su tradicion milenaria hace que esta gente utilice estos recursos, muchas
de las veces sin importarles que la extraccién desmesurada y descontrolada para el
consumo y comercializacién, esta haciendo que se encuentren categorizadas en
peligro critico, en peligro, vulnerables y casi amenazadas, debido a que
generalmente las plantas son extraidas en su totalidad, esto quiere decir raiz, rizoma

si los tiene, hojas y tallos (Oliveira, 2011).

Las Asteraceas incluyen gran cantidad de especies medicinales, los metabolitos
secundarios aislados de esta familia son muy variados (Del Vitto & Petenatti, 2009).
Una de las especies altoandinas ampliamente extraidas es Perezia pinnatifida,
conocida en la medicina altoandina como “valeriana”, “contrahierba” y “valeriana
fina” (Mostacero et al., 1996; Mantilla & Olazabal, 2008; De-la-Cruz et. al., 2007;
Katinas, 2012). Se emplea la raiz y el rizoma de Perezia pinnatifida, mediante via
oral, en forma de infusiébn o decoccién como estimulante del sistema nervioso
central, sedante, tonico y tranquilizante para el tratamiento de alteraciones cardiacas
de origen nervioso, insomnio nervioso, dolor de cabeza, astenia, "susto" y paralisis
de Bell; ademas se utiliza como antitusigena (De-la-Cruz et. al., 2007; Katinas,

2012).

Debido al intensivo uso medicinal de las raices y rizomas de Perezia pinnatifida, ha
sido considerada como una especie vulnerable (VU) por el Decreto Supremo N° 043-
2006-AG publicado en el Diario ElI Peruano (2006).

Hasta tiempos actuales los estudios de la morfologia y anatomia de las comunidades

vegetales altoandinas del Peru son escasos (Roca, 2012). El conocimiento generado



en este trabajo permitira realizar estrategias para un mejor aprovechamiento,
contribuyendo al desarrollo sostenible y a la conservacidbn de esta especie
vulnerable.

Al identificar los metabolitos secundarios de la hoja, rizoma, raiz y realizando la
comparacion respectiva, se determina que la parte aérea de la planta presenta los
mismos metabolitos secundarios de Perezia pinnatifida, de esta manera se podria
obtener de las hojas y no tener la necesidad de extraer la planta completa, evitando
gue sea mas vulnerable a extinguirse esta especie. Ademas en este estudio se
identifica las diferentes clases de tejidos, la variacion en su disposicion y los

caracteres anatémicos de la raiz y hoja de Perezia pinnatifida (Bonpl.) Wedd.



2. MARCO TEORICO

2.1. Caracteristicas generales, distribucion y morfologia de Perezia
pinnatifida (Bonpl.) Wedd.

Las comunidades vegetales altoandinas se caracterizan por que la mayoria de
sus componentes son plantas herbaceas y estan adaptadas a las condiciones
climaticas adversas (Cabrera, 1968; Smith, 1988). Entre las comunidades
altoandinas se encuentran las comunidades de césped de puna, pajonales,
turberas, rocas y pedregales, plantas ruderales y otras. Algunas especies que se
encuentran en las comunidades de puna se caracterizan por ser angustifolias,
otras poseen cubierta resinosa y otras desarrollan pilosidad de diversos tipos y
tamanos; ademas estas plantas cubren el suelo y forman paquetes alfombrados,

ocultando sus tallos bajo el suelo (Mostacero et al., 1996).

Las Asteraceas forman parte de las comunidades de césped de puna,
presentando distribucion amplia y en su mayoria son plantas herbaceas con
especializacion ecologica en el ambito ecoldgico y anatomico (Metcalfe y Chalk,
1950). Entre las plantas correspondientes a la familia de las Asteraceas que
conforman las comunidades de césped de puna se encuentran aquellas que son
utilizadas en medicina popular; entre ellas se encuentra Perezia pinnatifida.

El género Perezia Lag. (Compositae) se compone de 30 especies de hierbas
perennes distribuidas principalmente en la regién andino-patagénica, desde
Colombia hasta el sur de Argentina y Chile, con algunas especies en el este de
Brasil y de la Argentina, Paraguay, Uruguay y en la sierra de Peru (Katinas et al.,

2008; Franquemont et al., 1990).

Perezia pinnatifida es una especie que se encuentra desde las altas montanas
de los Andes y punas desde el Peru hasta el noroeste de la Argentina y norte de

Chile, entre 3300 y 5000 msnm. Suele vegetar en vegas, pastizales andinos,



laderas rocosas altoandinas subnivales o al abrigo de las matas de gramineas.
(Katinas et al., 2012; Tubée, 2012). En el Peru ha sido registrada en Ayacucho,
Huancavelica, Junin, Moquegua, Lima, La Libertad, Ancash, Pasco, Puno,
Arequipa, Apurimac (Cano et al., 2011; Yarupaitan y Alban, 2003; Tubée 2012;

De la Cruz Silva et al., 2005; Villanueva, 2011; Brako y Zaruchi, 1993).

La familia Asteraceae se caracteriza por presentar las flores agrupadas en
capitulos, inflorescencia que funcionalmente se comporta como una flor. Hojas
sin estipulas, generalmente alternas, en ocasiones en roseta basal; pueden
presentar espinas. La inflorescencia es un capitulo, que consiste en una
estructura ensanchada (receptaculo) donde se sitian desde una a cientos de
flores, rodeadas por las bracteas del involucro. El receptaculo puede ser plano,
céncavo o convexo y tener escamas o pelos entre las flores. Flores
hermafroditas, unisexuales o estériles. Sin céliz o con este reemplazado por
vilano de pelos o escamas; los pelos pueden ser lisos, escabridos o plumosos.
Corola formada por 5 pétalos soldados; puede ser tubulosa, con forma de tubo
(flésculos o flores flosculosas) o de lengleta con 3 o 5 dientes (ligulas o flores
liguladas) (Leo6n et al., 2006). El nombre “Asteraceae” deriva del género tipo de
la familia Aster, término que a su vez proviene del griego dorrp que significa
“estrella” y hace alusion a la forma de la inflorescencia. Por otro lado, el nombre
“‘compuestas”, mas antiguo pero valido, hace referencia al tipo particular de
inflorescencia compuesta que caracteriza a la familia y que solo se halla en muy

pocas familias de Angiospermas (Garcia, 2010).

Las especies de Perezia en su mayoria se diferencian entre si por caracteres
vegetativos como forma, margen y disposicién de las hojas y de las filarias del
involucro y el tipo de inflorescencia. Los caracteres reproductivos de corolas,
estilos y anteras son muy homogéneos entre las especies y muestran poca

variacion. La morfologia del receptaculo, del papus y de los aquenios exhibe a



veces leves diferencias interespecificas que son inconsistentes para ser
consideradas de valor diagndstico. Solo el grado de pubescencia de los aquenios
demostré ser de utilidad en la separacién de algunas especies (Katinas et al.,
2012). Perezia pinnatifida es una hierba acaule, comunmente pigmea, perenne
hasta 10cm de alto. Hojas basales arrosetadas, laminas pinnatifidas, obtusas o
semi-agudas en el apice, lobadas o liradas en el margen, ciliadas. Sésiles con
corto peciolo envainador, glabras en ambas caras. Flores lilas, rojizas a veces
amarillentas, rosadas o castanas. (Gentry, 1993; Katinas et al., 2012; Tubée,

2012)

2.2 Histologia

La familia de las Asteraceae se compone de aproximadamente 25.000 especies
(Barroso, 1986) incluidos en mas de 1100 géneros. Estas especies presentan
con frecuencia habitos herbaceos y arbéreos (Cronquist, 1981), debido a esta
variedad de habitos, la familia presenta diversas estructuras anatémicas
(Metcalfe y Chalk, 1950).

En Asteraceas es comun la presencia de estructuras secretoras entre las que se
destacan conductos, cavidades y tricomas de diferentes tipos. Sus secreciones
pueden contener diferentes compuestos quimicos, entre ellos terpenos,
presentes en aceites esenciales y resinas, carbohidratos u otras sustancias, lo
que les confiere un gran valor fitoquimico (Fahn 1979; Evert 2006) y son
estructuras frecuentes en plantas que crecen en regiones con climas adversos,
en particular donde el periodo seco coincide con el periodo de temperaturas méas
elevadas (Langenheim 1994). Castro et al. (1997) revisaron los tipos de
estructuras secretoras en las hojas de setenta y dos representantes de la familia
Asteraceae en la Reserva Bioldgica de Mogi Guacu, Sao Paulo, Brasil. El andlisis
encontré ocho tipos de estructuras secretoras de hoja: conductos, cavidades,

idioblastos, laticiferos, hidatodos, néctares extraflorales, tricomas glandulares y



apéndices. Segun Metcalfe y Chalk (1950), la diversidad anatémica se observa
comunmente en la estructura de las hojas de las especies que pertenecen a la
Asteraceae. Entre las caracteristicas que varian son: (a) la distribucion de
estomas en superficies de las hojas; (B) el posicionamiento de células guarda en
relaciéon con las células epidérmicas ordinarias; (C) desarrollo de la hipodermis
en el lado superior de la superficie de la hoja; (D) el mesdfilo y la diferenciacion
del sistema fibrovascular; y (e) la secrecion de la cera en la superficie de la hoja

(Solereder, 1908).

Las caracteristicas anatdémicas que se pueden observar en Asteraceae son: (a)
la presencia de varios tipos de tricomas glandulares o de cubierta; (B) papilas en
la epidermis abaxial; (C) anomociticos, anisociticos y raramente estomas
heliociticos; (D) la presencia de hidatodos; (E) presencia de la hipodermis; (F)
mesofilo homogéneo o heterogéneo; y (g) los haces vasculares con vaina

parenquimatica compuesta por células grandes (Metcalfe y Chalk, 1979).

2.3 Identificacion Taxonomica

REINO: Plantae
DIVISION: Magnoliophyta
CLASE: Equisetopsida
SUBCLASE: Magnoliidae
SUBORDEN: Asteranae
ORDEN: Asterales
FAMILIA: Asteraceae
GENERO: Perezia

ESPECIE: Perezia
pinnatifida (Bonpl.)
Wedd.

Fuente: Base de datos de Tropicos® (Tropicos.org)

Sistema de Clasificacién clasica (Cronquist, 1981)



2.4 Importancia Medicinal

En el género Perezia, se reportan varias especies de uso medicinal (Katinas,
2012), entre las mas utilizadas se reporta a Perezia coerulescens, Perezia

pinnatifida'y Perezia multiflora (De-la-Cruz et. al., 2007).

Perezia pinnatifida es una planta medicinal altoaldina conocida como “valeriana”,

“sutuma”, “contrahierba” y “china valeriana” (Mostacero et al. 1996, Mantilla y
Olazabal 2008). La raiz y el rizoma de Perezia pinnatifida es utilizada como
sedante, diurético y diaforético, debe ser hervida de 20 a 30 g de raices y rizomas
para cada taza de agua y ser administrado via oral antes de ir a dormir. (De-la-
Cruz et. al., 2007; Gibaja 1998). Katinas (2012) también menciona que la raiz
seca en polvo se espolvorea en llagas y heridas como cicatrizante. En la
medicina popular se utiliza toda la planta para aliviar una diversidad de dolencias
tales como tos, heridas, post-parto, gripe, afecciones del rinébn, mal viento,
aerofagia; asi mismo, se utiliza como febrifugo, sedante y sudorifico (Mantilla &
Olazabal 2008, Gibaja 1998). Sin embargo, al ser una planta silvestre, su
recoleccién y comercializacién en las ferias populares es informal y es una
actividad econémica de los pobladores altoandinos. Por lo tanto, es necesario
desarrollar metodologias para que su uso sea sostenible. En términos generales,
se indica que el aprovechamiento de la biodiversidad mediante la biotecnologia
permite lograr valorizaciones sostenibles con potencial de aumentar la

productividad agricola e industrial, mejorar la salud y nutricién, restaurar y

proteger el medio ambiente (Roca, 2004).

2.5 Metabolitos secundarios

La Organizacion Mundial de la Salud ha estimado que cerca de un 80% de
personas utilizan plantas como medicina tradicional; estas plantas también son
parte de la medicina moderna; asi mismo se ha calculado que aproximadamente

un cuarto de las drogas prescritas contienen extractos de plantas o principios
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activos obtenidos de las plantas o sintetizados a partir del conocimiento de las
mismas. Las plantas son la fuente tradicional de muchos productos quimicos
utilizados como productos farmacéuticos. Los fitoquimicos mas valiosos son
productos del metabolismo secundario de las plantas. (Tripathi & Tripathi, 2003)
Numerosas especies vegetales contienen principios activos o metabolitos
secundarios. Estas moléculas no estan directamente involucradas en la
supervivencia y reproduccion de las plantas pero son las claves en sus
interacciones con otras plantas y otros tipos de organismos como hongos o
animales. Pueden ser sustancias repelentes, toxinas, compuestos psicoactivos
0 venenos. Son de composicion extremadamente variada. Muchos metabolitos
secundarios se utilizan como materia prima para generar productos utiles para
el hombre, como los medicamentos 0 nocivos, como las drogas psicoactivas
(Alonso, 2011).

El metabolismo es el conjunto de reacciones quimicas que realizan las células
de los seres vivos para sintetizar sustancias complejas a partir de otras mas
simples, o para degradar las complejas y obtener las simples. Las plantas,
organismos autétrofos, ademas del metabolismo primario presente en todos los
seres vivos, poseen un metabolismo secundario que les permite producir y
acumular compuestos de naturaleza quimica diversa. Estos compuestos
derivados del metabolismo secundario se denominan metabolitos secundarios,
se distribuyen diferencialmente entre grupos taxondmicos, presentan
propiedades biolégicas, muchos desempenan funciones ecoldgicas y se
caracterizan por sus diferentes usos y aplicaciones como medicamentos,
insecticidas, herbicidas, perfumes o colorantes, entre otros. Reciben también la
denominacién de productos naturales (Avalos y Pérez-Urria, 2011).

Se estima que las plantas producen mas de 100 000 productos naturales de bajo
peso molecular conocidos como metabolitos secundarios, esta diversidad tan
rica resulta, en parte, de un proceso evolutivo conducido por la seleccion para
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adquirir una defensa mejorada frente a los atagques de microorganismos,
insectos u otros animales (Dixon, 2001).

Se han aislado aproximadamente 12 000 compuestos procedentes de
organismos vegetales y se estima que constituyen tan solo el 10% de los
metabolitos secundarios (Schultes, 1978).

La familia Asteraceae forma parte de este grupo de plantas con actividad
biol6gica. Varios son los metabolitos secundarios encontrados en la familia
Asteraceae, por ejemplo: terpenos, alcaloides, fenoles, esteroides, entre otros

(Harborne, 1993).

Se han realizado estudios en el género Perezia, donde se ha registrado la
presencia de metabolitos secundarios (esteroides, alcaloides, saponinas,
taninos, aceites esenciales, flavonoides y compuestos fendlicos derivados del
catecol) para Perezia multiflora, conocida como “escorzonera”, que la convierten
en una planta util para evitar faringitis y amigdalitis, puesto que los flavonoides
(asparraguina) presentes permiten buena accion antiinflamatoria (Mostacero et.
al., 2002; Suttisri y Douglas, 1994; San Martin, 2015). Entre la composicion
quimica de Perezia pinnatifida se han detectado flavonoides, cumarinas,
terpenos y sesquiterpenos (del tipo &cido valerénico), estos ultimos no descritos
para esta especie, lo que podria suponer el punto de partida para establecer la

validacion cientifica del uso tradicional de esta (Rehecho, 2012).

Se ha desarrollado una serie de métodos y técnicas para la deteccion preliminar
de los diferentes constituyentes quimicos en las plantas, basados en la
extraccion de éstos con solventes apropiados y en la aplicacién de pruebas de
coloracién, precipitacién y cromatografia (Lock, 1994). La extraccion de
principios activos presentes en las plantas se realiza con distintos solventes,
método que se emplea con mas frecuencia y se recupera un extracto y/o residuo

s6lido o semisélido que se emplea luego en las investigaciones farmacoldgicas.
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(Boeris, 2007; Kuklinski, 2000) Normalmente se usa un solvente de naturaleza

general, de alta polaridad como el alcohol etilico o el metanol (Sharapin, 2000).

Para llevar a cabo un “screening” fitoquimico eficaz de los extractos, se estan
empleando en la actualidad métodos que combinan ensayos biolégicos con
reactivos y analisis por cromatografia, que consiste en la separacién de una
mezcla de dos 0 mas compuestos por distribucion entre dos fases, siendo una
estacionaria y la otra una fase movil, cuyo objetivo es separar los distintos
componentes de una mezcla, permitiendo identificar y determinar las cantidades
de dichos componentes (Castillo et al., 2013) con sistemas de deteccion como
la luz UV a distintas longitudes. La utilizacién de estas técnicas de manera
acoplada facilita la determinacioén estructural de los constituyentes de las plantas
conocidas, con la ventaja adicional de que se requiere una minima cantidad de
muestra, reduce el tiempo necesario para el analisis (Osorio E., 2009) y es de

bajo costo.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis
La presencia de metabolitos secundarios en las hojas es similar a los

metabolitos secundarios de la raiz.

3.2. Objetivo general
Determinar los metabolitos secundarios presentes en raiz, rizoma y hoja

de Perezia pinnatifida y describir su morfo-histologia.
3.3. Objetivos especificos

1. Comparar cualitativamente los principales grupos de metabolitos
secundarios en la raiz, rizomay en hojas.

2. Describir la estructura interna de la raiz, rizoma y hoja.
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4. MATERIAL Y METODOS
4.1. MATERIALES

4.1.1. Material Biolégico

El material bioldgico, parte subterranea y aérea de Perezia pinnatifida,
con el que se trabaj6o fue obtenido de los alrededores del distrito de
Miraflores, de la Provincia de Yauyos en el Departamento de Lima, entre
los S 12°14’52.2”, W 75°51°38.7, desde los 4600 m. a 4724 m. de altitud,

situados dentro de la R. P. de Nor-Yauyos Cochas. (Fig.1.1)

1050090
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Fig. 1.1 Mapa del distrito de Miraflores. Los puntos amarillos muestran las zonas
de colecta.
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4.1.2. Material Para Conservacion

Las muestras son preservadas en alcohol de 70°, todos los frascos se

rotulan colocandose el nimero de colecta e iniciales del colector con

plumén indeleble.

4.1.3. Material Para Determinacion de Metabolitos secundarios e

Histologia

1.

Campo: Se utilizé una prensa, papel periédico, pabilos, bolsas zip-

lop, lupas, GPS, espatula y alcohol.

Insumos y reactivos: Reactivo de Biuret, Reactivo de Millon,
Ninhidrina, acido nitrico, acido clorhidrico, acido sulfurico, alfa naftol,
tricloruro férrico, Magnesio metalico en tira, Reactivo de Benedict,
Reactivo de Fehling A y B, Reactivo de Selliwanoff, Reactivo de
Dragendorf, Reactivo de Mayer, Reactivo de Wagner, alcohol etilico,
Sudan |V, Safranina, cristal violeta y cromatoplaca de silicagel

60F254.

Material de vidrio: Pipetas, pipetas Pasteur, bomba para pipetas,
placas petri, laminas porta y cubre objetos, beakers, fiola, bagueta,
matraces, frascos medianos de vidrio color caramelo, frascos

medianos de vidrio transparentes y capilares.

Equipos: Microscopio Leica (DM750), refrigeradora, camara

cromatografica, camara de yodo, lampara UV (UVLS-28 EL) y estufa.
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4.2. METODOS

4.2.1. Colecta de espécimen
Se emplearon técnicas estdndares para la colecta, herborizacion y
manejo posterior de especimenes de plantas vasculares, como las
recomendados por Cerrate (1969) (Fig. 2.1). La determinacion
taxonémica de la planta se realizé mediante claves y descripciones
disponibles en la literatura botanica, teniendo como base las
publicaciones de Flora of Peru (Macbride et al. 1936), Katinas (2012),
Gentry (1993). Como parte del proceso de determinacion, la muestra fue
acreditada en el Herbario San Marcos (USM) del Museo de Historia

Natural y finalmente se deposit6 en la coleccion del Herbario. (Fig. 2.2)

Fig. 2.1. Colecta del material y anotaciones de los datos.
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Fig. 2.2 Muestra depositada en el Herbario de San Marcos.

4.2.2. Preparacion de Extracto Hidroalcohdlico

Preparacién de extractos vegetales de cada especie segun metodologia
CYTED (1995). Las plantas fueron trituradas (raiz, hoja y rizoma), cada
triturado fue macerado entre 08-10 dias en alcohol de 60°, en una
proporcion de 1/10, colocandose en botellas color ambar con tapa a
temperatura de ambiente. (Fig. 2.3) Cumplido el tiempo, cada solucién se
filtr6 usando papel filtro; el filtrado se colocd en una estufa (bafio maria)
a 40°C (Fig. 2.4), para eliminar el etanol por 4 a 5 dias aproximadamente
hasta obtener los extractos, los mismos que fueron depositados en
frascos color ambar con roétulo y guardados a temperatura de 5-10°C
hasta el momento de su utilizacion. Se anot6 el volumen y su
concentracion de cada extracto obtenido y posteriormente fueron
divididos en fracciones para la realizacion de ensayos de tamizaje
fitoquimico (Anexo 3: Tabla 5) y cromatografia en capa fina. (Tabla 3 &

Tabla 4, Anexo 3: Tabla 6).
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Fig. 2.3. Desarrollo del secado de Material A) Pesado de las hojas de Perezia pinnatifida.
B) Macerados colocados en alcohol de 60° por 8 a 10 dias. C) Filtracién de raiz, rizoma
y hoja de Perezia pinnatifida.

Fig. 2.4. Desarrollo del extracto hidroalcohdlico. A) Filtrados de raiz, rizoma y hoja de
Perezia pinnatifida colocados en Bafio Maria a 40°C. B) Extractos hidroalcoholico de raiz,
rizoma y hoja de Perezia pinnatifida.
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4.2.3. Determinacion de Metabolitos secundarios

A) TAMIZAJE FITOQUIMICO DE LA SOLUCION DE LOS EXTRACTOS

De acuerdo a metodologia estandarizada (CYTED, 1995). Se realizaron

pruebas de colorimetria en tubos de ensayo (Fig. 2.5) y en placa o lamina

para determinar cualitativamente la presencia de los principales grupos

metabdlicos mediante la formacién de precipitados y coloraciones con

distintos reactivos especificos:

Biuret (Proteinas)
En un tubo de ensayo se colocé 2ml del extracto. Se adicion6 2
ml de CuSO, al 1% y 5 gotas de KOH al 40%, se considera positiva
si la coloraciéon cambia a lila o violaceo.
Millén (Proteinas)
En un tubo de ensayo se colocé 1ml del extracto. Se adicion6 1
ml del reactivo de Millén y se coloca en bafo maria. Se considera
positivo si la prueba vira a color rosado.
Tricloruro férrico (Compuestos fenélicos)
En un tubo de ensayo se colocdé 1ml del extracto. Se adicion6 2
gotas de FeCl;. Se considera positiva si la coloracién cambia a:

— Verde para taninos catéquicos.

— Azul para taninos galicos.

— Rojo vino para compuestos fendlicos libres.
Shinoda (Flavonoides)
En una luna de reloj se coloc6é 1ml del extracto. Se adicion6 1 gota
de HCI concentrado y con la ayuda de una paleta se agregé
limaduras de Magnesio. La reaccién se considera positiva cuando
presenta coloraciéon amarilla, naranja, carmelita, rosado o rojo

guinda.
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Dragendorff (Alcaloides)

En un tubo de ensayo se colocé 1ml del extracto. Se adicion6 1ml
de HCI al 1%, luego se agregd a esta solucién 2 a 3 gotas de
reactivo Dragendorff y se reporta positivo si presenta un
precipitado naranja: ausencia (-), muy leve (+/-), leve (+),
moderado (++), abundante (+++).

Wagner (Alcaloides)

En un tubo de ensayo se colocé 1ml del extracto. Se adicion6 1ml
de HCI al 1%, luego se agreg6 a esta solucidén de 2 a 3 gotas de
reactivo Wagner y se reporta positivo si presenta un precipitado
naranja: ausencia (-), muy leve (+/-), leve (+), moderado (++),
abundante (+++).

Mayer (Alcaloides)

En un tubo de ensayo se colocé 1ml del extracto. Se adicion6 1ml
de HCI al 1%, luego se agreg6 a esta solucién de 2 a 3 gotas de
reactivo Mayer y se reporta positivo si presenta: opalescencia (+),
turbidez definida (++) y precipitado (+++).

Molisch (Glucidos)

En un tubo de ensayo se coloc6 1ml del extracto. Se adicioné
0.2ml de a- naftol al 10% y se mezcla el contenido. Inclinar el tubo
de ensayo y adicionar 1ml de H.SO. concentrado lentamente por
la pared del tubo de manera que se forme dos fases. La reaccién
es positiva si se forma un anillo rojo violaceo en la interfase.
Fehling (AzUcares reductores)

En un tubo de ensayo se colocé 2ml del extracto. Se adicion6 1

ml del reactivo Fehling A + 1ml del reactivo Fehling B y se colocé
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en un beacker con agua a temperatura de ebullicién. Si la reaccion
es positiva vira a naranja ladrillo.

e Barfoed (Monosacéridos y Disacaridos)
En un tubo de ensayo se colocé 1ml del extracto. Se adicion6 1
ml del reactivo Barfoed y se colocd en un beacker con agua a
temperatura de ebullicibn. Se considera positivo si presenta
precipitado rojo.
- Monosacaridos: Si el precipitado rojo aparece dentro de los 6

primeros minutos.
- Disacaridos: Si el precipitado rojo aparece después de los 6
minutos.

¢ Selliwanoff (Cetosas)
En un tubo de ensayo se colocé 1ml del extracto. Se adicion6 2,5
ml del reactivo Selliwanoff y se colocé en un beacker con agua a
temperatura de ebullicion. Se considera positivo si la solucién se
colorea de rojo o guinda.

e Afrosimétrica (Saponinas)
Se colocd 1ml de extracto hidroalcohdlico y se afadié 4ml de agua
destilada, se agitdé vigorosamente, observandose la aparicion de
espuma muy persistente; la persistencia en minutos de la espuma
se califica con cruces: 5 — 20 min. (+), 20 — 25 min. (++), 30 — Mas
(+++).

Se usaron compuestos como blanco y control para ayudar a la
observacién de los resultados. El “screening” fitoquimico fue realizado

para los extractos de raiz, rizoma y hoja.
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Fig. 2.5. Desarrollo de tamizaje fitoquimico. A) Tamizaje Fitoquimico de la Solucion De Los
Extractos raiz, rizoma y hoja de Perezia pinnatifida mediante pruebas de colorimetria. B) Pruebas
de Fehling y Benedict para detectar Azucares en raiz de Perezia pinnatifida C) Prueba de
Shinoda para detectar flavonoides en hoja de Perezia pinnatifida.

B) CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)
Para este estudio se utilizé la TLC por la amplia aplicacién y capacidad
de detectar sustancias biolégicamente activas directamente en el sistema
cromatografico (Hoss, 1999), ademas permite desarrollar el
fraccionamiento en un periodo de tiempo mucho menor que otros tipos
de cromatografia, debido al tamafno tan fino de las particulas que
constituyen los medios empleados por lo que se consiguen mejores
resoluciones y manchas mas compactas (Abbott, 1970).
Desarrollo cromatografico:
1. Se hicieron 30 punturas del extracto hidroalcohdlico de raiz,
hoja y rizoma en las cromatoplacas.
2. Se utilizé como solvente acetato de etilo-metanol (5:1) en la
camara cromatografica donde se colocaron las cromatoplacas

y se procedio a su desarrollo (Fig. 2.6). Finalmente se extraen
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las cromatoplacas, se dejan secar y se obtienen los valores de

Rf.

Fig. 2.6. Desarrollo cromatografico. A) Se cortaron cromatoplacas de 7x2.5cm B) Se
hicieron 30 punturas del extracto Hidroalcohdlico de raiz, rizoma y hoja de Perezia
pinnatifida. C) Se utilizo como solvente de corrido acetato de etilo-metanol (5:1) D)
Cromatoplacas depositadas en la camara cromatografica por 15 a 20 minutos.

Identificacion de los componentes activos:

Las cromatoplacas se revelaron en camara de yodo (vapores de
yodo), que es un revelador general, lampara UV a dos longitudes
de onda (254nm y 365nm) y se us6 dos reveladores especificos
para detectar la presencia de alcaloides (Dragendorff) vy

compuestos fendlicos (Tricloruro férrico). (Fig. 2.7)
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Fig. 2.7. Identificacion de componentes activos. Las cromatoplacas se revelaron en: A)
Camara de yodo, B) Reveladores especificos para detectar la presencia de alcaloides,
C) Lampara UV a dos longitudes de onda (254nm y 365nm).

4.2.4. Descripcion morfolégica

Para el estudio de la raiz se considerd: tipo, nimero total por planta y el
diametro. Para el rizoma: rizoma erecto u oblicuo con raices fasciculadas.
Para las hojas: numero total de hojas, forma, tamafo, presencia de

tricomas.
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4.2.5. Preparacion de laminas histologicas

Las muestras de raices, rizoma y hojas de Perezia pinnatifida, fueron
colocadas en frascos de plastico con tapas herméticas que contenian

alcohol de 70° donde permanecié hasta su estudio.

Para analizar la histologia de los 6rganos vegetativos (raiz, rizoma y hoja)
se efectuaron cortes a mano alzada del material fresco y de muestras que
fueron preservadas en alcohol de 70°, algunas de ellas fueron aclaradas
con hipoclorito de sodio al 30% segun la técnica de Dizeo de
Strittmatter’s, (1973). Para la obtencion de epidermis y nervadura de la
hoja se utilizé la técnica de D’ Ambrogio de Argueso (1986), la cual
consiste en montar la muestra en el porta objeto previo al enjuague con
agua destilada, se procedio a la coloracién, aplicandose técnicas clasicas

de simple y doble coloracién (Johansen, 1940).

Para evidenciar paredes celulares y contenidos se efectuaron pruebas
histoquimicas mediante la técnica de coloracion directa y coloracién
combinada sucesiva doble de D’ Ambrogio de Arglieso (1986),
utilizandose safranina (cuticula, paredes lignificadas, nucleo, paredes
celulares suberificadas), Sudan IV (aceites, grasas), ioduro de potasio
(almiddn), cristal violeta; finalmente se realizd el montaje de laminas en
agua y glicerina acuosa al 50 %. Se rotulé cada una de las laminas

montadas con cédigos facilmente reconocibles. (Fig. 2.8)
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Fig. 2.8. Preparacion de laminas histologicas a mano alzada y montaje en agua y
glicerina acuosa al 50 %.

Las observaciones y descripciones se llevaron de acabo en un minimo
de 5 ldminas por o6rgano con cortes seleccionados aleatoriamente,
utilizando un microscopio compuesto con oculares de 10X y objetivos de
4X, 10X y 40X. Se realizaron fotomicrografias panoramicas de los tejidos
mas representativos para completar la descripcion. Las fotografias se
obtuvieron con camara integrada (Leica DM750) del microscopio Leica
ICC50 HD. Se procedi6 a hallar el indice estomatico, por aclarado segun
la técnica de D’Ambrosio de Argleso (1986), se contd el nimero de
estomas y células epidérmicas incluyendo tricomas con la ayuda de un
microscopio éptico a 100x de aumento, los valores obtenidos permitieron
la obtencién de indice de estomas de acuerdo a la férmula de Wilkinson

(1979):

IE x100

~ CE + NE

Donde,

IE = indice estomatico.
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CE = Numero de células epidérmicas en el campo de observacion.

NE = Numero de estomas por campo de observacion.

4.2.5.1. Descripcion del indice Estomatico

Para la descripcién del indice estomatico. Se aplicaron las técnicas

de:

1. Peeling: Se procedi6 a tomar la porcién media de la ldmina foliar
de la especie en estudio, se introdujo la punta de la aguja
hipodérmica por debajo de la epidermis, levant6 un trozo
pequefio, se tomo con la pinza de puntas finas y se retiré hasta
desprenderlo, un minimo de 4 muestras del haz y envés por
lamina foliar, segun D’Ambrosio de Argleso (1986).

2. Aclarado: Las muestras se sumergieron en solucién de hipoclorito
de sodio al 50% por 5 a 10 minutos. Posteriormente se enjuagé
con abundante agua destilada hasta eliminar todo el hipoclorito

D’Ambrosio de Arglieso (1986).
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5. RESULTADOS

5.1. OBTENCION DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE (Perezia

pinnatifida (Bonpl.) Wedd.)

Los érganos de la planta fueron sometidas al proceso de extraccion indicado
previamente en el método. El extracto hidroalcohdlico total tuvo un rendimiento en
peso de 9.4562¢g, el extracto de rizoma tuvo un rendimiento en peso de 1.0698g, el
de raiz tuvo un rendimiento en peso de 4.1068g y el de hoja tuvo un rendimiento en

peso de 4.27969.
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5.2. SCREENING FITOQUIMICO

Tabla 1. Resultados del Screening Fitoquimico del extracto hidroalcohélico de

Perezia pinnatifida (Bonpl.) Wedd.

Extracto de Extracto de Extracto de
raiz rizoma hoja
Prueba Metabolitos
N° Ensayos | N° Ensayos N° Ensayos
R1 R2 R1 R2 R1 R2
Fehling A+B Azlcares reductores | +++ | +++ +4+ +4+ ++ ++
Seliwanoff § Cetosas 4+ | 4+ +4++ +4++ ++ ++
I
S Monosocaridos il T B
Barfoed P . -
Disacaridos ++ ++ T+ ++
Millon Proteinas - - - - - B
Biuret Proteinas - - - - - -
Tricloruro .
. Compuestos Fendlicos ++ ++ + + +++ +++
Férrico
Mayer Alcaloides +/- +/- - - + +
Wagner Alcaloides +/- +/- + + + +
Dragendorff Alcaloides +/- +/- + + + +
Shinoda Flavonoides +/- +/- - - ++ ++
Molish Glucidos +++ | 4+ +4++ +++ ++ ++
Saponinas Afrosimétrica + + ot |+ ++ ++

Leyenda: negativo (-), muy leve (+/-), leve (+), moderado (++), abundante (+++) R1 (Repeticion 1), R2 (Repeticion 2).

5.3. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA (TLC)

Tabla 2. Resultados de los N° de manchas de las cromatoplacas de la cdmara de

yodo.
Organo de la Revelador
Pruebas # de Manchas
planta General
Prueba 1 1
Raiz
Prueba 2 1
. Prueba 1 2
Rizoma Céamara de yodo
Prueba 2 2
Prueba 1 3
Hoja
Prueba 2 4

28



Tabla 3. Resultados de los niumeros de manchas de las cromatoplacas para

deteccion de alcaloides.

n 8| <
22| o Referencia
S 3|2 £ Deteccion Color Valorde | Valorde
S5 § ] Color de experimental Rf 1 Rf 2
28| 2 Segun Autor )
=5 O Patron
Lock de
Pulverizado con | Ugaz (pag. . No se No se
) . Naranja . .
reactivo 264 -265) Naranja i presencio | presencio
marrén . .
Dragendorff Rios M., corrida corrida
= 2013
m .
Luz Uv- 254nm Fluorescencia . .
H. Wagner azul, Sin cambios
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Luz Uv- 365nm (pag. 6) , violeta Y pIaca. sin
fluorescencia | pulverizar
amarilla.
Lock de
Pulverizado con Ugaz (pag.
reactivo 264 -265) Naranja Naranja claro 0.96 0.96
Dragendorff Rios M.,
n ©
3 | § 2013
o N
© o Fluorescencia
= Luz Uv- 254nm H. Waaner azul, Sin cambios
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i (pag. 6) , violeta y placa sin
Luz Uv- 365nm fluorescencia pulverizar
amarilla.
Lock de
Pulverizado con Ugaz (pag. .
) . Naranja
reactivo 264 -265) Naranja 0.95 0.97
marron
Dragendorff Rios M.,
@ 2013
(@]
T | Luz Uv- 254nm Lock de .
) Fluorescencia
Ugaz (pag. azul, Sin cambios
264 -265) verdeazulado | respecto a la - -
Luz Uv- 365nm ) , violeta y placa sin
Rios M., | fluorescencia | pulverizar
2013 amarilla.
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Tabla 4. Resultados de los numeros de manchas de las cromatoplacas para

deteccién de compuestos fendlicos.

Compuestos fendlicos

«© - N o 4
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5.4. ESTUDIO MORFOLOGICO E HISTOLOGICO

5.4.1 Perezia pinnatifida (Bonpl.) Wedd.

Nombre comun: “valeriana fina”, “contrahierba”, “china valeriana”, “marancel blanco”,

”

“purum rosa”, “sacha margarita

L] ” W L]

, “sotuma”, “sutuma”, “valeriana”, “hechenk’e”

Perezia pinnatifida, morfolégicamente, es una hierba perenne hasta 10 cm de alto,
que habita en bofedales y roquedales humedos. Presenta hojas arrosetadas,
laminas pinnatifidas, lanceoladas-liradas hasta 6 a 7cm de largo, lI6bulos de bordes
redondeados vy ciliados. Flores hermafroditas lilas, amarillas, rojizas con capitulos
sésiles en escapos de hasta 1,5 cm vy filarias externas obtusas. (Anexo 2: Fig. 3.1)
M.E.: Miraflores, de la Provincia de Yauyos, Lima, entre los 4600 m y 4724 m de

altitud.
A) RAiZ

Morfologia. Las raices son fasciculadas de consistencia herbacea y carnosa,
algunas forman matas por la divisién de rizomas. El numero promedio de las
raices por plantas es de 15, con 6 a 25cm de longitud, con un didmetro de 18mm.

(Anexo 2: Fig. 3.2)

Histologia. La raiz primaria es hexarca (seis polos xilematicos) con pelos
absorbentes (Anexo 2: Fig. 3.3, Fig. 3.4), del tipo coénico simple unicelular,
presenta epidermis delgada con la pared externa lignificada, seguido de la
exodermis. El parénquima cortical esta conformado por células isodiamétricas,
con cavidades secretoras, seguido de la endodermis. Se observa también la
presencia de un periciclo de una unica fila de células. A continuacién se ubica el
xilema y floema primarios alternados y el parénquima medular con células

isodiamétricas.
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La raiz secundaria presenta epidermis delgada (Anexo 2: Fig. 3.6). El
Parénquima cortical presenta células isodiamétricas, mas pequenas hacia la
endodermis. Floema y xilema secundarios continuos, del tipo sinofostela
ectofloica y el parénquima medular con células isodiamétricas mas pequenas
hacia el xilema (Anexo 2: Fig. 3.5, Fig. 3.6). La raiz secundaria temprana también
presenta el xilema y el floema continuos, del tipo protoestela, sin presencia de

parénquima medular. (Anexo 2: Fig. 3.7)

B) RIZOMA
Morfologia. Rizoma grueso erecto u oblicuo con raices fasciculadas. (Anexo 2:
Fig. 3.2).
Histologia. El rizoma presenta peridermis gruesa; el parénquima cortical con
células isodiamétricas, seguido de la endodermis, posee canales secretores y
fibras extrafloematicas que se ubican sobre los haces conductores (Anexo 2: Fig.
3.12). El cilindro vascular tiene haces conductores discontinuos seguido del
parénquima medular que estd compuesto por células isodiamétricas mas

pequefas hacia los haces conductores. (Anexo 2: Fig. 3.11)

C) HOJA

Morfologia. Las hojas son arrosetadas y numerosas, laminas pinnatifidas,
oblanceoladas o lanceoladas y liradas, I6bulos de borde redondeados y ciliados
en el margen, obtusas o semiagudas en el apice, hojas hasta 7cm de largo,
atenuadas en la parte inferior, sésiles, glabras en el envés y glanduloso-
pubescentes. El nUmero de hojas por planta, durante la floraciéon, es en promedio

ocho.
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Histologia.

La hoja presentd un tipo mesomérfico, el mesofilo dorsiventral con parénquima
en empalizada hacia la cara adaxial y parénquima lagunar hacia la cara abaxial
de la hoja (Anexo 2: Fig. 3.10), haces vasculares rodeados de vaina
parenquimatica, estomas anomociticos en la epidermis adaxial y abaxial, los
estomas rodeados de 4 a 5 células anexas (Anexo 2: Fig. 3.8), el haz con un
indice estomatico de 16% y el envés con un indice estomatico de 14%, ambas
caras con presencia de tricomas glandulares pluricelulares con paredes
delgadas, citoplasma claro y cuticula estriada, ademas también con una cabeza
unicelular secretora. (Anexo 2: Fig. 3.9 B). La nervadura presenta epidermis
monoestratificada, un parénquima cortical con células isodiamétricas haces

conductores con presencia de espacios intercelulares. (Anexo 2: Fig. 3.9 A).
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6. DISCUSION

Para determinar los principales metabolitos secundarios presentes en cada 6rgano
(raiz, rizoma y hoja) de P. pinnatifida se utiliz6 la cromatografia en capa fina (TLC)
y como sistema Metanol/Acetato de Etilo (5:1) como solvente, similares a los
utilizados por Castillo et al. (2013) y Erazo (2013), con el cual se obtuvo los mejores

resultados para el desplazamiento de los compuestos en la TLC.

Las plantas son una fuente de innumerables recursos utiles para el desarrollo de la
ciencia, entre los mas importantes estan los conocidos principios activos o
metabolitos secundarios (Albornoz, 1980). Los compuestos fendlicos son un grupo
muy comun de metabolitos secundarios presentes en las plantas, estos incluyen a
los fenoles simples, polifenoles, flavonoides, taninos, entre otros (Palencia, 1999).
Con el fin de ahondar en el conocimiento de la flora peruana, particularmente en
aquellas especies categorizadas como vulnerables, se eligidé la especie Perezia
pinnatifida para profundizar en su composicion quimica.

Perezia pinnatifida. (N.V.: “valeriana”, “valeriana fina” y “contrahierba”), planta
originaria de Sudamérica ha tenido diferentes usos benéficos (Katinas, 2012). La
etnomedicina recomienda la toma por via oral en infusibn o decoccion como
estimulante del sistema nervioso central, sedante, tonico y tranquilizante para tratar
trastornos cardiacos, insomnio nervioso, dolor de cabeza, agotamiento, "panico" y

paralisis de Bell; también se utiliza como antitusivo (De-La-Cruz et al.,2007).

A pesar de las bondades y beneficios no se reportan estudios en cuanto a su
composicion quimica para esta especie, sin embargo, existen investigaciones de
algunas especies del género Perezia que indican que las partes utilizadas son las
raices (Joseph-Nathan et al., 1982; Guerreiro & Joseph-Nathan, 1987; Garcia et al.,
1988; Mendoza & Garcia, 1993; Arellano et al., 1996; Giri & Lakshmi, 2000). Asi
mismo, Gibaja (1998) reporta que P. coerulescens, P. multiflora, P. pinnatifida'y P.
virens tienen efectos sedantes como punto comun y que la parte utilizada es la raiz.
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Fitoquimicamente, se ha identificado sesquiterpenos en P. turbinata (Mendoza &
Garcia, 1993) y en P. longifolia (Garcia et al., 1988), cumarinas en P. carthamoides
(Guerreiro & Joseph-Nathans, 1987), e isoparvifolinona, 8-hidroxipereflorina,
diperezona, sesquiterpenos, ciperano y parvofolina en P. alamani var. oolepis
(Joseph-Nathan et al.,, 1982), sesquiterpenos, quinona y perezona en raices de
Perezia cuernavaca (Arellano et al., 1996). Para P.multiflora taninos, flavonoides,
azucares reductores y alcaloides (Felix et. al, 2000; Alvarado, 2007 & Portalino et.
al, 2013). En P. coerulescens, Angeles et al., (1984) reportan que su raiz contiene
los triterpenos acetato de B-amirina y y-taraxasterilo acetato y cumarinas; asi
mismo, contiene perezona que es una quinona de la serie sesquiterpénica, que
también es reportada para las raices de P. adnata, P. alamani, P. cuernavaca, P.
hebeclada, P. multiflora y P. runcinata (Gibaja, 1998). Este ultimo compuesto es
usado como pigmento y posee muchas propiedades farmacologicas (Arellano et al.,
1996); entre éstas se ha demostrado el efecto relajante sobre musculo intestinal de
ratas (Garcia et al., 1995), efecto sobre arritmias en un modelo in vivo en corazén
de rata (Tellez et al., 1999). Se ha encontrado, también, que la perezona y la

hidroxiperezona tienen efectos laxantes (Enriquez et al., 1980).

En cuanto, a Perezia pinnatifida se sabe de la presencia de polifenoles totales
(Rehecho & Calvo, 2009), la composicion quimica detallada de los polifenoles es
desconocida hasta el momento aunque cabe esperar que contengan compuestos

similares hallados en especies del mismo género.

Para determinar la presencia de metabolitos secundarios en P. pinnatifida, se realizé
un analisis fitoquimico de tres de sus 6rganos — raiz, rizoma y hojas— los cuales
ofrecen propiedades medicinales segun la literatura citada, los principales grupos de
metabolitos secundarios asociados con la actividad biologica, a saber son:

alcaloides, flavonoides, taninos, saponinas, carbohidratos, azucares y proteinas.

35



Los resultados en el tamizaje fitoquimico y cromatografia de capa fina (TLC)
muestran la presencia de compuestos fendlicos del tipo: taninos catéquicos en los
tres 6rganos, pero en gran concentracion en la hoja, se sabe que existe un interés
creciente en los compuestos fendlicos debido a su efecto contra algunas
enfermedades como ciertos canceres y desordenes cardiacos derivados de su
poderosa actividad antioxidante (Gracia, 2000) teniendo relacibn con las
propiedades que se le otorgan a P. pinnatifida como tranquilizante en el tratamiento
de alteraciones cardiacas de origen nervioso (De-la-Cruz et. al, 2007; Katinas,
2012). La prueba de Shinoda y los resultados en TLC, fueron positivos para la
presencia de flavonoides en hoja, en tanto que para rizoma fueron negativas ambas
pruebas y en raiz la prueba de Shinoda fue positiva. Segun Lock (1994), para esta
especie los valores de absorcién para los diferentes tipos de flavonoides y la relacion
entre el color de la mancha a la luz UV a 365nm y a 254nm, celeste fluorescente,
indicarian la presencia de flavonas y flavanonas. Middleton et al. (2000) hizo una
amplia revision de las propiedades farmacoldgicas de los flavonoides hallando que
la actividad antinflamatoria y la actividad antioxidante estan relacionadas, siendo las
flavonas y flavanonas, las que tienen la mayor actividad. En general, los flavonoides
tienen  propiedades  antiinflamatorias,  antimicrobianas,  antitrombdticas,
antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y antioxidantes, esta Ultima tiene
accion principalmente, de proteccion en enfermedades neurodegenerativas,
asimismo, los flavonoides son utilizados para el tratamiento de la fragilidad capilar,
en diabetes, en afecciones cardiacas, por lo que merecen ser incorporados al grupo
de los nutrientes esenciales (Venegas, 2012).

Respecto a las reacciones generales de alcaloides, el resultado fue positivo para
raiz, rizoma y hoja. Estos compuestos son muy usados en medicina para tratar
problemas mentales y calmar el dolor (Dewick, 2009), ya que son los mejores
candidatos de ser los responsables de la actividad anestésica, debido a que en sus
estructuras aparecen grupos amino al igual que los anestésicos locales (Pelletier,
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1983). Las reacciones generales para alcaloides suelen ser consideradas
inespecificas (Dominguez, 1973) y, aunque las Asteraceae pueden presentar estos
compuestos entre sus componentes (Aniszewski, 2007), en general no es
considerada como una familia productora de alcaloides de importancia terapéutica
como es el caso de otras tales como: Loganiaceae, Rubiaceae, Papaveraceae,
Apocynaceae, Solanaceae. (Colares, 2010). Chuqui (2013) identifica la presencia
de alcaloides para la especie P. multiflora en raiz, tallo y hoja. Asi mismo, existen
reportes que atribuyen a este género la accion sedante y tranquilizante (De-la-Cruz
et. al., 2007; Katinas, 2012) y que podria estar relacionada a la presencia de estos
compuestos. Se identificaron alcaloides aunque no en gran concentracién mediante
la prueba de tamizaje fitoquimico y cromatografia en capa fina en hoja y rizoma. Y
trazas de alcaloides en raiz, esto se debe a la cantidad de muestra utilizada, ya que
es una planta categorizada como “Vulnerable” (VU) se trabajé con poca muestra.

Dentro de los metabolitos secundarios de las plantas, se encuentran las saponinas,
estos son glicsidos con elevado potencial farmacoldgico en la terapia del cancer
(Man et al., 2010; Alhosin et al., 2011), a nivel pulmonar, producen un aumento en
las secreciones y, por consiguiente, tienen un efecto expectorante y antitusivo;
aumentan la circulacién sanguinea a nivel renal, aumentando frecuentemente la
filtracion glomerular y surtiendo efecto diurético (Kuklinski, 2000), estas
propiedades medicinales estdn en relacién con este género (De-la-Cruz et. al.,
2007). Nuestros resultados muestran la presencia de saponinas en los 6rganos de
estudio, pero en mayor concentracion en el rizoma. Ademas, las propiedades
detersivas de las saponinas favorecen el uso popular de las especies que las
contienen (Glauert, 1962) y respalda lo mencionado por Katinas (2012), indicando
que la raiz seca en polvo se espolvorea en llagas y heridas como cicatrizante pero
también les confieren una actividad biolégica muy peculiar asociada a su toxicidad

(Glauert, 1962), denominada actividad hemolitica.
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Los carbohidratos son componentes universales de los organismos vivos; se forman
como resultado de la fotosintesis, constituyen el punto de partida para todo estudio
que se realice en las drogas vegetales, pues a partir de ellos y por reacciones
organicas subsiguientes, las plantas sintetizan una gran diversidad de metabolitos.
(Yaque et al., 2017; Keunen, 2013). Siendo positiva la presencia de carbohidratos,
por ende, encontramos la presencia de azucares reductores de grupo cétonico en
gran cantidad para el rizoma y la raiz, ya que ambos son 6rganos de reserva de la
planta. La presencia de azucares reductores ha sido reportada para el género por
Chuqui (2013).

Existen escasos estudios para el género Perezia como los de Olivera et al. (2008)
Katinas (2012) y Apodaca et al. (2015). En cuanto a morfo-histologia de Perezia
pinnatifida no se tiene ningun registro, por lo que los resultados de este estudio sera
una contribucién importante para un mejor entendimiento de esta especie altoandina
del Perl y que se encuentra vulnerable.

Si bien el énfasis de este estudio ha sido la determinacion de metabolitos
secundarios, también se realiza aportes importantes en lo referente a la morfologia.
El ambiente actia como una fuerza que modela la morfologia de las especies dentro
de su historia natural. Es posible por tanto correlacionar la anatomia con la forma de
vida, ecologia y los factores que esta implica. (Martel, 2012). Muchas Asteraceas
tienen adaptaciones particulares a estos distintos ambientes. En la Puna las
Asteraceas poseen adaptaciones al déficit de agua, baja humedad atmosférica, gran
radiacion solar y temperaturas nocturnas inferiores a cero durante todo el afo, entre
otros factores (Katinas et. al 2007).

Katinas (2012), indica para Perezia pinnatifida, una breve descripcion mencionando
caracteres los cuales podemos corroborar como: hojas arrosetadas, laminas
pinnatifidas, lanceoladas y liradas, l6bulos de bordes redondeados y ciliados,
presencia de raices fasciculadas de consistencia herbacea y carnosa que salen del
rizoma erecto u oblicuo. En cuanto, al rizoma, la literatura la describe como un
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organo de resistencia y almacenamiento de nutrientes, ademés de ser el medio
principal por el cual una sola planta puede cubrir areas amplias y continuar
extendiéndose indefinidamente debido a su crecimiento continuo (Holtum, 1955).
Font Quer (1979) define el rizoma como un tallo subterraneo con catafilos capaces
de producir raices. También segun este autor, en climas templados o regiones con
una estacién seca marcada, el rizoma protege la planta de factores ambientales
desfavorables. En flores se encontr6 una variedad de tonalidades: lilas, amarillas y
rojizas, las cuales también son mencionadas por Katinas (2012).

Segun Molina (2007) las plantas modifican su morfologia a lo largo de las gradientes
altitudinales como estrategia para mitigar las condiciones climaticas limitantes. En
este estudio se aporta mas informacion sobre caracteres morfologicos tales como el
namero promedio de raiz y hojas por planta, de 15y 8 respectivamente.

Pavlish y Tovar (1977) indican que los climas altoandinos influyen en las
modificaciones estructurales de las plantas, que las variaciones de condiciones
climaticas de las zonas altoandinas, con grandes fluctuaciones térmicas vy
precipitaciones, permiten a las plantas orientar sus adaptaciones en sentido de
proteccion del frio y evitar la excesiva transpiracion y Perezia pinnatifida es una
planta que habita en suelos crioturbados, que son aquellos sometidos a una
secuencia de hielo y deshielo; fendmeno que ocurre diariamente en la parte alta de
los Andes tropicales provocando el desplazamiento de particulas, modificando su
distribucién en las capas del suelo; esta condicion, sumada a las bajas temperaturas,
la intensa radiacidén solar y otros factores edaficos y climaticos, hacen que la
vegetacion que colonizan estos suelos sea diferente a la encontrada en habitats
circundantes, principalmente respecto a estructura (Cano et.al, 2010) y de acuerdo,
con los caracteres morfol6gicos que presenta Perezia pinnatifida como hojas sésiles,
arrosetadas, angostas, con raices profundas, segun Roca (2012) son caracteristicas

propias de ecosistemas altoandinos que permiten hacer frente a las condiciones
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climaticas adversas, tales como condiciones extremas de temperatura entre dia y

noche, heladas frecuentes, intensa radiacion solar, sequia y suelos frios.

En este trabajo se presenta por primera vez la descripcion histolégica de la raiz, hoja
y rizoma de Perezia pinnatifida, de igual manera que las magnitudes proporcionales

(indice estomatico).

Los tricomas es una caracteristica de importancia en el diagnéstico de las drogas
(De Oliveira et al., 1993). Segun Montenegro (1981) estos podrian contener
metabolitos secundarios capaces de reprimir el ataque de ciertos herbivoros. La
presencia de tricomas ayudaria a disminuir la temperatura de las hojas y en
consecuencia la pérdida de agua por transpiracion (Fahn & Cutler, 1992; Vilela et
al., 2011; Delbdn et al.,, 2012). En este trabajo se han encontrado tricomas
glandulares simples y pluricelulares en la raiz y hoja. Los tricomas glandulares
simples y pluricelulares hallados se corresponden con tricomas semejantes
descriptos para varios géneros de Asteraceae como de tipo cénico simple unicelular
(Gil et al. 2011), en tanto Budel et al. (2006) describe para Calea uniflora tricomas
uniseriados pluricelulares. Con respecto a los tricomas glandulares, en este trabajo
se han encontrado de un tipo: pluricelulares con cabeza unicelular secretora, como
los hallados en Mikania cordifolia por Colares (2010), M. lanuginosa por Amorin et
al. (2014) y Senecio jacalensis por Rojas-Leal et al. (2017).

Se encontré un mesofilo dorsiventral, segun Metcalfe & Chalk (1950) es
caracteristico de las Compositae (Asteraceae), Arambarri et al. (2011) menciona que
algunas especies que crecen en ambiente humedo presentan un mesdfilo
dorsiventral pero con parénquima esponjoso denso, ademas, P. pinnatifida presenta
una combinacién de caracteres xeromorficos (e.g. hojas anfistomaticas) vy
mesomorficos (e.g. hoja bifacial) (Arambarri et al., 2011), haciendo que tenga que
adaptarse al déficit de agua, es por ello que posee una capa de parénquima en

empalizada de células largas y delgadas. De Olivera et al. (2008) identifica también
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para Perezia coerulescens un tipo de mesofilo bifacial. Podria suponerse que para
este género la presencia constante de un mesdofilo dorsiventral responderia mas a
un control genético que a condiciones ambientales (Metcalfe & Chalk,
1979). Presenta haces vasculares rodeados de vaina parenquimatica, hojas
anfistobmaticas que es caracteristico de algunas Asteraceas y para Alternanthera
dentata (Pereira et. al 2008) y Pluchea sagittalis (Cambi et. Al 2006) generalmente
estomas anomociticos en la epidermis adaxial y abaxial como los hallados para otros
géneros de Asteraceae por Budel et al., 2006 y Metcalfe & Chalk (1950), el haz con
un indice estomatico de 16%, el envés con un indice estomatico de 14% y

abundancia de tricomas glandulares pluricelulares.

La nervadura central tiene epidermis monoestratificada, un parénquima cortical con
células isodiamétricas siendo mas pequenas las cercanas a la epidermis y a los
haces conductores con presencia de espacios intercelulares, caracteristico de

algunos genéros de Asteraceas como Pluchea sagittalis (Cambi et. Al 2006).

Metcalfe & Chalk (1950) describen a las raices de Asteraceas por lo general desde
triarcas a pentarcas pero Arias Lugque (2004) menciona la presencia de raices
poliarcas (con mas de 5 arcos xilematicos) para algunas especies del género
Coespeletia (C. lutescens y C. timotensis) y Machado et. al (2004) también describe
otra especie de la familia Asteraceae, Smallanthus sonchifolius, como raiz poliarca.
Este caracter es variable de especie a especie, pudiendo no ser considerado como
caracter diagnostico, en este estudio se describe a la raiz primaria como hexarca
(seis polos xilematicos), en la corteza de la raiz primaria estudiada se observa la
presencia de espacios secretores, lo que confirma los conocimientos de la medicina
popular, que indican la utilizacién de la raiz en las preparaciones medicinales
(Aguilera et. al, 2004). La presencia de cavidades secretoras, parece ser una
caracteristica comun a las raices de representantes de la familia Asteraceae y su

presencia ha sido reportada por Tetley (1925), Williams (1954), Metcalfe y Chalk
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(1950), Lersten y Curtis (1987). Se identifico la presencia de paredes lignificadas,
presencia de lignina en la endodermis y en las fibras solitarias. La lignina,
generalmente se encuentra ampliamente distribuida dentro de las angiospermas
(Martel, 2012), formando la pared celular e impermeabilizando las células (Salisbury
y Ross, 1994). Perezia pinnatifida presenta epidermis delgada como los hallados en
algunas especies del género Coespeletia (Luque, 2004) con pelos absorbentes, del
tipo cénico simple unicelular, presentes también para otra especie de Asteraceae,

Solidago chilensis (Gil et. al2011).

En la corteza se observa bien diferenciados la exodermis, el parénquima cortical
(corteza parenquimatica) esta conformado por células isodiamétricas, seguido de la
endodermis. Entre las funciones que cumple la endodermis se destaca el papel en
el metabolismo de las sustancias grasas, el comportamiento de éxido reduccion de
fenoles parece ser una de las principales funciones de la endodermis y podria
determinar el metabolismo de sustancias grasas en este tejido (Van Fleet 1961). En
cuanto a la exodermis, esta formada por una capa de células de paredes gruesas
gue puede sustituir a la epidermis como tejido de proteccién, ya que proporcionarian
rigidez a la ldmina frente a los fuertes vientos, evitando también el quiebre de la
misma por marchitamiento durante la estacion seca (Ragonese 1990; Montenegro
et al. 1981, Luque, 2004). Con respecto, al cilindro central, en las especies
estudiadas se observa la presencia de un periciclo de una hilera de células y la estela
con un numero variable de arcos de xilema primario. El periciclo formado por células
importantes ya que da origen a las raices laterales, se compone de dos tipos de
células, las que estan enfrente de las células del floema que son células
diferenciadas y las células enfrente del xilema que son células meristematicas

(Garay-Arroyo et. al, 2014).

Los sistemas radicales estdn determinados principalmente por un componente

genético segun Kutschera et al. (1992), sin embargo las condiciones ambientales
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también influyen en su desarrollo (Schubert 1991). La estructura radical secundaria
de Perezia pinnatifida, en corte transversal, muestra diferentes grados de desarrollo.
Mercado et. al (2016) indica que lo mas frecuente es observar una estructura
secundaria temprana donde adn persiste la epidermis, el parénquima cortical y la
endodermis (remanentes de la estructura primaria) adheridos a la peridermis en
formacion. En este caso, la raiz secundaria presenta epidermis delgada con gotas
de aceites cerca de la endodermis, que son comunes en algunos géneros de
Asteraceas (Diaz-Cedillo et. al, 2013; Lizarraga et. al, 2017; Morales et. al, 2009). El
Parénquima cortical presenta células isodiamétricas, mas pequefas hacia la
endodermis. Floema y xilema secundarios continuos, del tipo sinofostela ectofloica,
semejantes a los descritos por Olivera et al. (2008) para Perezia coerulescens, en
el cual también menciona un parénquima medular con células isodiamétricas mas
pequenfas hacia el xilema. En cuanto a la raiz secundaria temprana se diferencia de
esta Ultima por la ausencia del parénquima medular, también presenta el xilema y el
floema, del tipo protoestela.

Con respecto al rizoma, presenta peridermis gruesa, seguidas del parénquima
cortical, ademas posee canales secretores que limita con la endodermis, semejantes
a los descritos por Hernandez et al. (2013), para Solidago chilensis var. chilensis
(Asteraceae). La endodermis, es una caracteristica frecuente de las Asteraceae
(Ariza Espinar 1969), la cual tiene funcion de proteger los tejidos vasculares y
prevenir la desecacion (Fahn & Cutler, 1992) y delimita internamente con el cilindro
vascular de la corteza. En cuanto a los canales secretores, segun Hernandez et al.
(2013), no existe un acuerdo sobre la nomenclatura de las estructuras secretoras,
cavidades, canales, conductos, espacios internos secretores, cavidades tubulares y
reservorios. Para Perezia Pinnatifida se adopté el término de “canales secretores”
usados por Olivera et al. (2008). Estos canales secretores estan presentes en
algunos géneros de Asteraceae (Hernandez et al., 2013; Mercado et al., 2009).
Olivera et al. (2008) determina para Perezia coerulescens la presencia de fibras
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extrafloematicas que se ubican sobre los haces conductores, encontrados también
en el rizoma de Perezia pinnatifida. El cilindro vascular tiene haces conductores
discontinuos, en forma de estela ectofloica, semejantes a algunas Asteraceas entre
ellas a Smallanthus siegesbeckius (Mercado et al., 2009) y Megalodonta beckii
(Metcalfe y Chalk, 1950). Olivera et al. (2008) identifica para la especie Perezia
coerulescens, la presencia de parénquima medular que estd compuesto por células
isodiamétricas mas pequenas hacia los haces conductores semejantes a los

descritos para Perezia pinnatifida.
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7. CONCLUSIONES

El analisis fitoquimico efectuado en la muestra de hojas y raiz de P. pinnatifida
evidencian la presencia de alcaloides, taninos catéquicos, flavonoides,
saponinas, carbohidratos y azlUcares reductores de grupo ceténico. No se
detect6 la presencia de proteinas.

En el rizoma, los principales metabolitos secundarios encontrados fueron:
alcaloides, taninos catéquicos, saponinas, carbohidratos y azlucares reductores
de grupo cetdnico. No se detecté la presencia de flavonoides, ni proteinas.

Los flavonoides hallados en P. pinnatifida, segun los valores de absorcion y la
relacion entre el color de la mancha a la luz UV a 365nm y a 254nm, indicarian
la presencia de flavonas y flavanonas.

Se encontraron los mismos metabolitos secundarios en hoja y raiz, pero en
cuanto a la intensidad de color en el tamizaje fitoquimico y en la TLC, se
evidenciod que la hoja presento la mayor concentracion de compuestos fendlicos,
flavonoides y saponinas, compuestos que estan relacionados intimamente con
las propiedades medicinales que se le atribuye a P. pinnatifida.

Los caracteres morfolégicos hallados en Perezia pinnatifida como: hojas
basales, arrosetadas, laminas pinnatifidas, margenes lobados, ciliadas y de
porte acaules son de utilidad para la identificacién de la planta. El numero
promedio de raiz y hojas por planta, de 15 y 8 respectivamente.

El cilindro vascular de la raiz con estructura primaria presenta una estructura
hexarca, con seis polos xilematicos. La lignina fue detectada en las paredes de
las células de la raiz, en la endodermis y principalmente en el cilindro vascular.
La zona medular de la raiz puede presentar un parénquima incoloro en el centro,
la posicion y forma de las células, fibras y los haces conductores son caracteres

diferenciales complementarios para otras especies del género.
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L2

La hoja es anfiestomatica, con caracteristicas mesomoérficas, con un mesdfilo
dorsivental, que tiene parénquima empalizada y estructuras secretoras. Los
estomas son de tipo anomociticos. El haz de la hoja presenta un indice
estomatico de 16% y el envés, un indice estomatico de 14%.

La variabilidad de los tricomas encontrados en los distintos 6rganos de la planta,

puede ser considerada como un caracter diagnoéstico.
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8. RECOMENDACIONES

Realizar cromatografia de capa fina con otros tipos de solventes para poder
comparar la nitidez de los metabolitos secundarios en la cromatoplaca.

La informacion obtenida de este estudio servira para contribuir a la conservacion
de esta especie categorizada como “Vulnerable” y se priorice hacer una
aplicacion de los meétodos descritos para la determinacion de metabolitos
secundarios en otras plantas silvestres categorizadas.

Realizar pruebas espectrofotométricas para la cuantificacion de compuestos

fendlicos y flavonoides totales.
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10.

ANEXOS

ANEXO 1. Permiso de colecta en la RPNYC

5 \)QL\CA DE( pﬁp
e

RESOLUCION JEFATURAL DE LA RESERVA PAISAJISTICA NOR YAUYOS
COCHAS
N° 002-2016-SERNANP-JEF

Huancayo, 26 de enero de 2016
VISTO:

Mediante formato de solicitud S/IN de fecha de recepcion 31 de Diciembre del
2015 la Srta Joselyn Vanesa Seminaric Pefia identificada con DNI 47668753
Egresada de la Universidad nacional Mayor de San Marcos — UNMSM — Lima,
solicita a la jefatura de la RPNYC autorizacion para realizar investigacion cientifica
dentro del ANP per el periodo de un mes y con tramite gratuito.

CONSIDERANDO:

Que, a través del numeral 2 de la Segunda Disposicién Complementaria Final
del Decreto Legislativo N° 1013, Ley de Creacion, Organizacién y Funciones del
Ministerio del Ambiente, se crea el Servicio Nacional de Areas Naturales Protegidas
por el Estado — SERNANP como organismo técnico especializado del Ministerio del
Ambiente, constituyéndose en el ente rector del Sistema Nacional de Areas
Naturales Protegidas por el Estado ~ SINANPE, y en su autoridad técnica normativa;

Que, el Decreto Supremo N° 002-2012-MNAM aprueba el Texto Unico de
Procedimientos Administrativos-TUPA del Servicio Nacional de Areas Naturales
Protegidas-SERNANP, cuyo Procedimiento Administrativo N° 04, regula la
autorizacién para realizar investigacién cientifica en un Area Natural Protegida del
SINANPE por el periodo de hasta un (1) afio;

Que, de conformidad con el articule 29° de la Ley N° 26834, Ley de Areas
Naturales Protegidas, el estado reconoce la importancia de las Areas Naturales
Protegidas para el desamollo de la investigacion cientifica basica y aplicada, la
misma que solo sera autorizada si su desarrollo no afecta los objetivos primarios de
conservacion del Area Natural Protegida en el cual esta se lleve a cabo. y se respete
la zonificacion y condiciones establecidas en el Plan Maestro de esta Glima;
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ANEXO 2. Imagenes de resultados.

Fig. 3.1. Perezia pinnatifida (Bonpl.) Wedd., en habitat. Con hojas sésiles, arrosetadas
y numerosas, laminas pinnatifidas, lanceoladas y liradas, hojas hasta 7cm de largo.
Flores lilas-azuladas, rojizas y amarillas.
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Fig. 3.2. Rizoma grueso erecto con raices fasciculadas de Perezia pinnatifida (Bonpl.)
Wedd., con un numero promedio de 15 raices por planta, con 6 a 25cm de longitud, con
un didmetro de 18mm.
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Fig. 3.3 A: Corte transversal de raiz primaria. Vista del cilindro vascular limitado por la
endodermis con 6 polos xilematicos y con cavidades secretoras (cs) en el parénquima
cortical B: Detalle de los polos xilematicos (xp: xilema primario, fp: floema primario, en:
endodermis, pc: parénquima cortical, pm: parénquima medular)

64



Fig. 3.4 A: La raiz primaria con epidermis (ed) delgada y pelos absorbentes, del tipo
conico simple unicelular. B: Epidermis (ed) delgada de la raiz primaria, seguido de la
exodermis (ex) y el parénquima cortical (pc)
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Fig. 3.5 A. Corte transversal de raiz secundaria de Perezia pinnatifida (Bonpl.) Wedd,
endodermis tefiida con cristal violeta. Floema secundario (fs) y xilema secundarios (xs)
continuos, del tipo sinofostela ectofloica. B: Presencia de gotas de aceite cerca de la
endodermis, cambium vascular (cv) entre el floema y xilema secundario. Parénquima
cortical (pc), Parénquima medular (pm), endormis (en).
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20 pm

Fig. 3.6 A. Epidermis (ed) de raiz secundaria tefida con cristal violeta. B: Corte
transversal de raiz secundaria de Perezia pinnatifida (Bonpl.) Wedd. Parénquima
cortical (pc), Parénquima medular (pm), endormis (en), floema secundario (fs) y xilema

secundario (xs).
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Fig. 3.7 Raiz secundaria temprana sin presencia de parénquima medular, también
presenta el xilema secundario (xs) y el floema secundario (fs), del tipo protoestela.
(Parénquima cortical: pc, endormis: en)
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Fig. 3.8 Estomas rodeados de 4 a 5 células anexas, generalmente estomas
anomociticos en la epidermis adaxial (A) y abaxial (B)
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Fig. 3.9 A) Corte transversal de la hoja a nivel de la nervadura con epidermis
monoestratificada, un parénquima cortical (pc) con células isodiamétricas haces
conductores (hc) con presencia de espacios intercelulares (ei). B) Corte transversal
de hoja con presencia de tricomas glandulares pluricelulares.
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Fig. 3.10 Corte transversal de hoja con meséfilo dorsiventral, con parénquima
empalizada (pe) hacia la cara adaxial y parénquima lagunar (pl) hacia la cara abaxial,
con una vaina fascicular que rodea al xilema (x) y floema (f), se observa la cuticula

(c).
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Fig. 3.11 Corte transversal de rizoma, f: floema, x: xilema, cs: canal secretor, pm:
parénquima medular, pc; parénquima cortical, en: endodermis.
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Fig. 3.12 Corte transversal de rizoma, fef: fibras extrafloematicas, floema: f, xilema:
X, €S: canal secretor, es: esclerénquima, pm: parénquima medular, pc; parénquima
cortical
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ANEXO 3. Tablas de Resultados.

Tabla 5. Tablas de Resultado del Tamizaje Fitoquimico:

Extracto de Extracto de Extracto de
raiz rizoma hoja
Prueba Metabolitos
_ Azlcares
Fehling A+B
reductores
Seliwanoff Cetosas
(%]
o
]
o
D
N
<
Monosacaridos
Barfoed
Disacaridos
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Extracto de
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Extracto de

rizoma

Extracto de

hoja

Prueba Metabolitos
Millén Proteinas
Biuret Proteinas
Tricloruro .
o Compuestos Fendlicos
Férrico
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Extracto de

raiz

Extracto de

rizoma

Extracto de

hoja

Prueba Metabolitos
Mayer Alcaloides
Wagner Alcaloides
Dragendorff Alcaloides

76




Extracto de Extracto de Extracto de

raiz rizoma hoja

Prueba Metabolitos
Shinoda Flavonoides
Saponinas Afrosimétrica
Molish Glucidos
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Tabla 6. Tablas de Resultado de Cromatografia en Capa Fina:

Organo (é)(()loer
de la Deteccion i I’TF'I) o Valor de Rf 1 Valor de Rf 2
planta ntal
o
Pulverizado ©
o
_§ Rizoma con reactivo _g 0.96 0.96
3 Dragendorff | £
c ©
= z
(&}
(0]
(7}
[72]
2
'S
Q
©
)
=
S
Pulverizado =
Hoja con reactivo E 0.95 0.97
Dragendorff §
2
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